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1. GIRIS

Safra yollarinin herhangi bir seviyesinde, herhangi hastaliga bagl olarak gelisen
kismi veya tam tikaniklik sonucu safra akisinin engellenmesi ile tikanma sariligl olusur.
Kolestazda gelisen hastalarda morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenleri arasinda
sepsis gibi infeksiyoz komplikasyonlarin gelisimidir(1). Barsaga safra akiginin olmamasina
bagli olarak safra ie atilan maddelerin kanda birikimine neden olur. Kolestaz sonucu ile
retikiiloendotelyal sistem fonksiyon bozuklugu, intestinal mukozanin yap1 ve
fonksiyonlarinda bozulma, immun sistemsupresyonu, barsak duvarinda oksidatif hasar,
bakteriyemi ve endotoksemi gibi patolojik durumlar ortaya ¢ikar(2, 3). Bu patolojik
degisiklikler ile barsak bariyer sistemi bozularak bakteriyel translokasyon ortaya ¢ikar(3).

Kolestazda bunlardan baska staza sekonder; karaciger fonksiyon testlerinde
bozulma, hepatositlerde dejenerasyon, hiperbiliriibinemiye sekonder mental degisiklikler,
kanama diyatezi meydana gelebilir. Safra yollarinin tikanmasi siroza kadar ilerleyebilen
karaciger hasarina neden olabilir(4). Karaciger hasarinda rol oynayan mediator ve
sitokinlerden biri olan, tiimor nekroz faktérii-a (TNF-a), proinflamatuar bir sitokindir.
TNF-a fibroblast, makrofaj, T-lenfosit gibi hiicrelerden sentezlenerek apoptoz tizerinde rol
oynar(5). Dolayisiyla TNF-a etkinligi azaltilarak uzamis kolestaz durumlarinda karaciger
hiicre hasar1 azaltilabilir. TNF-a etkinligini azaltmak i¢in gelistirilmis olan Etanercept tip 2
TNF-a reseptorlerin flizyon proteinidir. Ayrica, TNF reseptorlerine baglanarak TNF-o’ nin
etkinligini notralize eder(6, 7). Skleroderma, romatoid artrit, psoriatik artrit, ankilozan

spondilit tarz1 hastaliklarda Etanerceptin tedavide etkinligi gosterilmistir(7).

TNF-a 1975 yilinda kesfedilmis olup, inflamatuvar bir sitokindir. Lenfositler ve
makrofajlardan inflamasyona, enfeksiyona ve travmaya yanit olarak salinmakta ve plazma
membraninda exprese edilmektedir. TNF-a molekiiliiniin ya proinflamatuvar ya da
antiinfalamatuar olarak davrandig bunun da, efektor etkisinin(6rn; makrofajlarda) veya
hedef hiicrelerde (6rn; endotel hiicrelerinde), sirasiyla ligand veya reseptdr olarak
salgilandig1 ve degistigi rapor edilmistir. TNF-a reseptoriiniin (TNFR) aktivasyonunun
akut faz reaksiyonlar, ates, apoptoz ve anti-timdr aktivite ile ilgili oldugu bildirilmistir.

TNF-a genellikle saglikli bireylerde dolasimda saptanamamaktadir, fakat bir cok

inflamatuar ve enfeksiyon durumlarinda serum ve doku diizeyleri yiikselmekte olup, serum



diizeylerinin ise enfeksiyonun siddeti ile korele oldugu saptanmistir. AntiTNF-o
tedavisinin genellikle iyi tolere edildigi bildirilmekle birlikte 6nemli yan etkileri de
bildirilmistir. Bunlar; siddetli enfeksiyon riski, malignite, hepatit B’nin tekrar aktive
olmasi, Santral sinir sistemi’ nin demyelinizasyonu, pansitopeni, kalp yetmezligi ve
otoimmun hastaliklarin tetiklenmesidir. Daha sonralar1 ise, antiTNF-a ile tedaviden sonra
psoriazis, vaskiilit, cesitli dermatolojik reaksiyonlar, sarkoidoz ve okiiler reaksiyonlar

gozlendigi bildirilmistir(8).

Kolestatik sarilikta, enfeksiyoz patojenlere ek olarak hiicresel stres ve hasar, alarm
molekiiller olarak bilinen endojen molekiillerin saliimini tetikleyebilmektedir. Ya da,
ekstraselliiler ¢evrede hasar ile ilgili molekiiler patern (damage associated molecular
patterns, DAMP), konak¢ida immun sistem yanitin1 baslatmakta olup Tool like receptor
molekiilleri (TLR1,2,4,6,7,9) salinmaktadir. HMGB1 (High mobility group box-1)
proteininin ise ilk defa 1999 yilinda farelerde endotoksin ile ilgili 6liimlerde 6nemli bir
molekiil oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, HMGB1 molekiiliiniin kolestatik karaciger
hastaliginin  gelismesinde 6nemli olabilecegi One siiriilmistir. Huang ve ark.,
calismalarinda ratlarda tikanma sariliginda glukokortikoidlerin HMGB1 ekspresyonunu ve
TLR aktivasyonlar1 arastirmiglar. Plazmada HMGBI1 diizeylerini dlgmiigler ve yiiksek
saptamiglar. Ratlara glukokortikoid tedavisi uyguladiklarinda ise karacigerde HMGBI1
protein ekspresyonunun ve serum diizeylerinin azaldigim1 saptamiglar. Yine, TLR2 ve
TLR4 ekspresyonlarinin HMGBI1 sinyali ile iliskili oldugiinii rapor etmisler, bununla
birlikte glukokortikoid tedavisinin TLR4 diizeylerine TLR2 diizeylerine kiyasla daha fazla
etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgulardan, ttkanma sariliklarinda karaciger hasarinda

HMGBI1 —TLR4 ekseninin 6nemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir(9).

Literatiir taramalarinda, yukarida sozii edilen biyobelirleyicilerin deneysel bir
calismada hem doku hem de serum diizeyleri aragtirilmamis olup, karaciger hasariin bir
gostergesi olarak oOne siiriilen bu Dbelirleyiciler tizerinde etanerceptin etkileri
incelenmemistir. Bu baglamda, cerrahi olarak koledogu baglanarak ratlarda olusturulan
geri donligiimsiiz safra stazi olusturularak meydana gelen karaciger hasarmin etanercept
alan deneklerle almayan kontrol grubunun farkinin ortaya konulmasi i¢in ratlarda serumda
ve karaciger dokularinda TNF- a, HMGBI1, TLR4, caspase3 diizeyleri saptanacak olup,
etanerceptin HMGBI1-TLR 4 ekseninde etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Sarilik her hangi bir sebepten olusan kolestaz sonucu, dolasimdaki biliriibin
diizeylerinin artmasina baghh olarak deride, dokuda, skleralarda gelisen renk

degisikligidir(10).

Tikanma sarilig1 safra yollarinin bir kisminda her hangi bir patolojiye bagl kismi
veya komplet obstriiksiyona bagli safra akisinin yavaglamasi veya durmasi sonucu ortaya
cikan bir olaydir(11). Sarilikli hastalarda biliriibin diizeylerinin 2-3 mg/ dl ¢ nin iizerine
cikmasi ile sarilik disaridan gozlenebilecek diizeylere ulasir. Hiperbiliriibineminin siddeti
ve sariligin seviyesi pigmentlerin dokulara baglanmasi, plazmadan hiicreler arasi siviya

difiizyon hiz1 gibi bir ¢cok faktore bagli olarak degisiklik gdsterebilir(11).

Safra yolu tikanikligi sonrasi kanda Aspartat Amino Transferaz(AST), Alanin
Amino Transferaz (ALT) diizeylerinde az miktarda, Gama Glutamil Transferaz (GGT),
Alkalen Fosfataz (ALP) diizeylerinde belirgin yiikselme olur. Safra yolu tikanikliginin
tanist klink olarak laboratuvar degerleri ile birlikte abdominal ultrasonografi, MRCP(MR
kolanjiyografi), Abdominal tomografi gibi goriintiileme tetkikleri ile desteklenerek tam

konur(12).

Safra salgis1 hepatosit hiicreleri tarafindan olusturulur. Ph 7.8 olup izoosmotiktir.
Glinliik salgilanma miktar1 600-1200 ml kadardir(13). Safranin elektrolit konsantrasyonu,
plazma elektrolit konsantrasyonundan farklilik gosterir. Safra sivisindaki klor
konsantrasyonu plazma klor konsantrasyonundan az olmasina karsin, sodyum potasyum
kalsiyum ve bikarbonat konsantrasyonu plazma konsantrasyonlarindan fazladir. Safra
salgisindaki bikarbonatin fazla plazmadan fazla olmasi sekretin salgisiyla iligkidir(14).
Safra sekresyonu; safra ile kan arasindaki degisik substratlarin epiteliyal taginmasi ile
olusur. Bu tasinma hepatosit plazma membranindaki yiiksek dereceli polarizasyon ile

saglanir. Diger bir transport epitelide kanalikiiler limende lokalizedir(15).

Hepatosit plazma membrani;siniizoidal yapilardan, lateral membran ve
kanalikiiler aracilig1 ile olusur. Lateral membran ve siniizoidal yapilarda sodyum potasyum
pompasi mevcuttur(Na+,K+-ATPaz) ve kandan hepatositlere protein {iriinlerinin uptake’i

saglanir(safra asitleri, bilirubin ve ilag gibi). Membran hepatositlerden kanalikiiler liimene



substrat saliniminin transportunda kanalikiiler rol oynar. Alkalen fosfataz; kanalikiiler
membranda yer almaktadir, safranin sekresyon ve transportundaki rolii tam olarak

agiklanamamistir(16).

Kupffer hiicresi Von Kupffer tarafindan, 1876 yilinda, 6zel altin klorid boya
teknigi kullanilarak, karaciger perisiinizoidal bag dokusu igerisinde gosterilmis ve yildiza
benzedigi icin “Sternzellen” adi ile (stern; yildiz) histoloji literatiiriinde yer almaya
baslamistir. Ayn1 arastirmaci daha sonra aynmi hiicrelerin miirekkep boyasini hiicre igine
aldiginm1 kesfetmis ve bir ¢esit endotelial hiicre oldugu sonucuna ulasmistir. Aschoff, 1924
yilinda “Retikiiloendotelyal sistem” (RES) kavramimi gelistirmis ve kolloidal boyalar
hiicre icine alan hiicrelerin tiimiiniin ayni aileden geldigini iddaa etmistir. 1980°li yillarda
Von Kupffer’in tanimladig hiicrelerin karacigerde A vitamini ve yag depolanmasindan
sorumlu oldugunu gostermistir. Genel olarak fagositozis 6zelligi ile bilinmekle birlikte
giinimiizde yapilan ¢alismalar sonucunda bazi hiicrelerarasi etkilesimlerde rol aldiklari

kesfedilmistir(17).
2.1. Karaciger Anatomisi

Giliniimiizde tikanma sariliginin deneysel modeli i¢in en sik kullanilan hayvan
sicandir. Sicanlarda hem geri doniisiimlii, hem de geri doniisiimsiiz ekstrahepatik safra

tikaniklig1 olusturulabilmektedir.

Sekil 1: Ratta karaciger loblarinin ve safra yollarinin sematik gosterimi



Ratlarda safra kesesi yoktur, karaciger dort ana lobdan olusur; median lob, sag
lateral lob, sol lob ve kaudat lob. Her lobdan safra kanallar1 direk gelir ve common bilier
kanalda birlesir. Ratlarda safra kesesi olmadigr i¢in safra icerigi direk olarak, pilorik

sfinkterin 25 mm distalinden duedonuma dokiiliir(18).
2.2. Safra Fizyolojisi

Karacigerden safra yollarina oradanda barsaklara salinan safranin gilinliik miktari
yaklasik olarak 600-1200 ml’ dir(19). Safra sindirimde rol oynayan salgilar igermesinin
yan1 sira metabolik son {irtinlerinde atildig1 bir salgidir(20). Safra salgisi igerisinde safra
pigmentleri (bilirubin, biliverdin), safra tuzlari, fosfolipid (lesitin), kolesterol ve plazma
elektrolitleri mevcuttur(21). Hepatositler tarafindan sentezlenene safra kiiciik safra
kanalikiillerine salinir. Kiiciik safra kanalikiillerinden interlobiiler septumda terminal safra
kanallarina dokiiliir. Sonrasinda daha biiyiik safra kanallarina dokiilerek en sonunda ana
hepatik kanala dokiiliir. Safra kanallari boyunca epitelden salinan bikarbonat ve sodyum
iyonlar1 igeren salgi safraya katilir. Bu salg1 sekretin ile uyarilarak safra miktarin1 %100°e

kadar artirabilir. Bu s1ivi mideden gelen asidi notralize etmede rol oynar(22).

Sekretin  jejunum, duodenum mukozasindan kana salinarak safradaki
sodyumbirkarbonat ve su miktarini artirir. Kolesistokinin gukagon ve gastrinde sekretin ile
benzer etkilere sahiptir. Siirrenal hormonlarin bir kismi, prostaglandinler, diger steroid
hormonlar, bakir ve ¢inko gibi metaler, yagda eriyen vitaminler, penisilin, glukuronid ve
glutatyon bilesikleri gibi ilaglar ve toksinler de safrayla atilir(22). Bromsiilfoftalein (BSP)
boyas1 karaciger hiicreleri tarafindan safra salgisi ile atilir. Bu boyanin bu 6zelliginden

faydalanarak hepatik kan akimi 6l¢iimii ve karaciger fonksiyon testlerine bakilir(23).

Safra asitleri hepatositlerde sentezlenmeye baslar. Kolesteroliin yapisina karbon
eklenerek, kolesteroliin beta halkasinda cift bag rediikte edilir. Hidrokarbon zincirine
oksidasyon ile karboksil grubu eklenerek zincir ii¢ karbon kisalir. Boylelikle ortaya primer
safra asitleri ¢ikar. Kolik ve kenodeoksikolikasit primer safra asitleridir. Safra asidi
sentezinde hiz kisitlayict basamak steroid halkasinin 7. Karbonuna, 7 alfa hidroksilaz
enzimi yardimi ile hidroksil eklendigi basamaktir. Kolik asit tarafindan enziminin

inhibisyonu bu basamakta negatif kontrol saglanir(24).
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Sekil 2: Safra asidi sentezi

Kolik ve kenodeoksikolik asit safra asitlerinin yaklasik % 9011 olusturur.
Fizyolojik pH'ta ¢oziiniirliikleri ¢ok dusiiktiir.Safra asitleri karacigerden salinmadan once
glisin veya taurinile konjuge edilirler. Konjugasyon sonucu olusan yapilar safra tuzlari
olarak adlandirilirlar. Glikokolik ve glikokenodeoksikolikasit ile taurokolik ve
taurokenodeoksikolikasit safra tuzlarimin bazilaridir. Konjugasyon ile molekiilde pKa' si
daha diisiik bir karboksil veya siilfat grubunun varligina neden olur. Bu islem ile safra

asitlerinin fizyolojik sivilardaki ¢oziiniirligli artmis olur(24).
2.3. Biliriibin Olusumu

Biliriibin eritrositlerin karaciger ve dalakta yikilmasi sonucu olusarak dolagimdan
uzaklastirilmasi safra yolu ile olmaktadir. Eritrosit membraninin yirtilmasi sonucu ortaya
¢ikan hemoglobin doku makrofajlar1 tarafindan fagosite edilerek ortaya hem ve globin
cikar. Hem halkasi agilarak demir ve dort pirol ¢ekirdegi ortaya ¢ikar. Dort pirol ¢ekirdegi
diiz bir zincir yaparak safra pigmentlerini olusturur. Safra pigmentlerinden ilki
biliverdindir. Biliverdin indirgenerek biliriibini olusturur. Biliriibin albumine baglanarak
karacigere taginir. Karacigerde biliriibinin % 80’ 1 glukuronik asitle birleserek biliriibin

glukuronat, %10’ u siilfatla birleserek biliriibin siilfat olur.



Ankonjuge bilirubin yagda ¢oziilebilen bir yapiya sahiptir. Albumine baglanarak
yiiksek kan diizeylerinde dagi idrarla atilamayarak dokularda birikebilir. Insan beyninde

toksik hasara neden olur.

Konjuge bilirubin suda eriyip albumine baglanarak tasinarak yiliksek kan
diizeylerinde(tikanma sariliklarinda) idrarla atilir. Bilirubinler konjuge ve ankonjuge

formlarinda aktif transportla safra kanalciklarina ¢ikarilir(12).
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Sekil 3: Biliriibin sentezi
2.4. Kolestazis

Kolestazis safra akisinin kesintiye ugramast sonucu ¢ikan klinik tablodur.
Ekstrahepatik ve intrahepatik olarak ikiye ayrilir. Ekstrahepatik kolestazis dis safra
yollarinin herhangi bir kismindaki tikanikliga(tiimor,tas,parazit gibi) bagli olarak ortaya
cikar. Intrahepatik kolestazis intrahepatik safra kanallarmin tikanmasi(primer biliyer siroz),

primer veya sekonder karaciger tlimorleri, granulomlar, lenfoma ile infiltrasyon ve diger



yer kaplayan lezyonlar, ikincisi ise kanalikiiler i¢inde ki safra akiminda bozulma hepatit ve

genetik hastaliklara bagl kolestazis bagli olarak ortaya ¢ikar(16).

Hiperbiliriibinemi, indirekt(non konjuge), direkt(konjuge) olarak ikiye ayrilir.
Non konjue hiperbiliriibinemi asir1 biliriibin yapimi, biliribinin hepatositler tarafindan
aliminin azalmasi, bilirlibin konjugasyonunda bozulmaya sekonder olarak ortaya gikar.
Asirt biliriibin yapimi nedenleri arasinda inefektif eritropoez, internal hemorajilerin
resorbsiyonu, hemolitik anemiler sayilabilir. Hepatositler tarafindan alimin azalmasina
neden olarak ilaglar(rifampin, kontrast maddeler), gilbert sendromunun bazi vakalari
sayilabilir. Biliriibin konjugasyonunda bozulma nedenleri arasinda diffiiz hepatoseliiler
hastalik(siroz, hepatit), crigler najar sendromu tip I-II, gilbert sendromu, yenidoganin
fizyolojik sarilig1 sayilabilir. Konjuge hiperbiliriibinemi karacigerden biliriibin atiliminda
azalma, ekstrahepatik safra yollarinda tikanmaya sekonder gelisir. Karacigerden biliriibin
atiliminda azalma sepsis, viral hepatitler, dubin johnson sendromu, rotor sendromu,
ilaclar(oral kontraseptif), sklerozan kolanjit, primer bilier siroza bagl olarak gergeklesir.
Ekstrahepatik safra yollarinda tikanmiklik safra yollarinda darlik(sklerozan kolanjt,
iatrojenik), pankreas basi tiimorleri, safra yollar1 tiimorleri, ekstrahepatik biliyer atrezi,

paraziter enfeksiyonlar(fasciola hepatica, echinococcus granulosus), safra taslarina bagl
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Ratlarda en uygun sarilik modeli ortak safra kanali baglanarak saglanabilir. Ana
safra kanali baglanmasi ile mikrovilluslarda kayip, safra kanalikiillerinde dilatasyon
hiicreler aras1 bileskelerde degisiklikler meydana ¢ikar. Boylelikle kanalikiiler
permeabilitede artisa yol olur, sonu¢ olarak safra lenfatik ve kan dolagimina karigir(26).
Kanalikiillerin tikanmasi ile hepatositlerdede patolojik degisiklikler ortaya ¢ikar. Safra asit
salimiminin olmamasi sonucu toksik olan safra asitlerinin ve organik anyonlar
hepatositlerde birikir. ALP ve kolesterol artigiyla hepatosit metabolizmasinda degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir. Biliyer obstriiksiyon siliresinin uzamasi insanlarda ve farelerde duktuler
proliferasyon, fibrozis sekonder biliyer siroza neden olabilir(27). Duktuler proliferasyon ve
fibrozisin kesin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Sekonder biliyer siroz; portal
hipertansiyon ve hiperdinamik dolasima sekonder olarak ortaya ¢ikar(28). Kolestazise
bagli olan karaciger hasar1 safra drenaji tekrar saglandiginda geri doniisiimlii olarak

geriler(29). Ayni1 klinik durum insanlar i¢inde gecerlidir(30).

Tikanma sariliginda, safra asidinin intestinal sisteme gegememesinden dolay1 ince
barsaklarda saglanan antiendotoksin etkinin kalkmasi nedeni ile intestinal sistemden portal
sisteme gegcen endotoksin miktar1 artmaktadir. Tikanma sariliginda islevleri bozulan
kuppfer hiicrelerinin endotoksinleri yeterli fagosite edememesi nedeni ile endotoksinler
sistemk dolagima geg¢mektedirler.Dolasimda artan endotoksinlerin enflamatuvar progesi
tetiklemesi sonucu serbest oksijen radikalleri artmakta sonucunda karaciger fibrozisine,

coklu organ fonksiyon yetmezligine hatta 6liime neden olabilmektedir(31, 32).
2.5. Transaminazlar

Karaciger ile 1ilgili testler denilince akla ilk olarak gelen testleraspartat
aminotransferaz(AST), alanin aminotransferaz(ALT), gamaglutamil transferaz(GGT),
alkalen fosfataz(ALP)’ dir. AST ve ALT aminotransferaz grubu i¢inde karaciger hasarini
gosterir. Karaciger hiicre yikimu ile artan permeabilite ile bu enzimler hiicre digina ¢ikarak
kandaki miktar artar. AST, ALT karaciger siniizoid hiicreleri ve retikiiloendotelyal sistem
tarafindan katabolize edilir. ALT karaciger hiicresinde sitozolde bulunurken, AST sitozol
ve mitokondride bulunur. Karaciger dis1 organlar(kas, iskelet, bobrek, beyin,pankreas) da
AST igeririr. ALT yalnizca karacigere spesifik olup baska organlarda bulunmaz. Bundan
dolayr ALT karaciger hasarinda AST’ ye gore daha spesifiktir. Tek basina AST yiiksekligi

ekstrahepatik bir hasar1 diislindiiriir. AST ve ALT diizeyleri hepatotoksik ajanlara maruz



kalma, ilaglar, iskemik hepatit, sok karacigeri, akut viral hepatitlerde 50-100 kat gibi sir1
oranda artig gosterir. AST/ALT oran1 ayiricr tanida yardimci olabilir. Karaciger
patolojilerinde AST/ ALT orami1 1’ e esit veya daha azdir. Alkolik karaciger hastaligi,
wilson hastalig1, konjestif karaciger hastaligi, karaciger metastatik tiimorlerinde daha
fazladir. Alkolik hepatitte AST/ALT orant 2’ den daha fazla olur ve iizeri degerlerde
alkolik hapattit agisindan daha anlamlidir. AST/ALT orani 4 ve {izeri oldugunda fulminan
hepatit, wilson hastalig1 olasilig1 daha yiiksektir. Bu etkenler dislandiginda AST/ALT
oraninin 1 olmast sirozu diisiindiiriir. Aminotransferaz degerleri klinik takiplerde
diizelmesi  karaciger  hastaliginin  gerilemesine  yonelik  yorumlanir.  Ancak
aminotransferazlarin ani diislisii fulminant hepatitlerde gozlenir ve kotii prognoz
gostergesidir. Serum ALP kemik, karaciger, ince barsaklardan koken alir. Gebelikte,
cocuklarda biiyiime donemi, hiperparatiroidi tablolarinda ALP artis1 olabilir. ALP artisinin
karaciger kokenli oldugunu anlamak i¢in GGT, losin aminopeptidaz, 5’ niikleotidaz
degerlerine bakilmalidir. Giinlimiizde GGT, ALP artisinin kemik kdkenli olup olmadigini

anlamak i¢in kullanilir(33).
2.6. TNF-a

Tiimor nekrozis faktor-o( TNF-a), inflamasyon siirecinde 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle son yillarda TNF-a inhibitorleri ankilozan spondilit, crohn hastaligi, psoriazis,
psoriatik artrit, romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde énemli bir rol
tistlenmistir(34). TNF-a, proinflmatuvar bir sitokin olup akut faz reaksiyonunu uyarir.
Apoptotizisi ve inflamasyonu indiikleyerek, viral replikasyon ve tiimoér gelisimini inhibe
eder. T lenfositler ve aktive makrofajlardan transmembran prekiirsorii olarak
salinir.Metalloproteaz 0Ozellikte bir enzim olan “TNF-a converting enzyme(TACE)”
prekiirsér TNF-o’ nin kuyrugunu parcalayarak TNF’ in agiga ¢ikmasmi saglar(35). Ug
TNF monomeri bir araya gelerek trimerik TNF’yi olusturur. Trimerik TNF iki reseptorden

birine, TNFR1 veya TNFR2’ye baglanarak aktivitegosterir(36).

Makrofajlar TNF iiretiminde oncelikli rol oynar. TNF ayrica T ve B lenfositler,
mast hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, osteoblastlar, diiz kas hiicreleri,endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri ve tiimdr hiicreleri tarafindan da sentezlenir. Bakteriler tarafindan
ortama saliman triinler (lipopolisakkarid v.b.), sitokinler (Interlokin 1, interferon gama,

TNF wv.b.), virtisler (HIV, influenza A), parazitler (plasmodium ve entamoeba
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v.b.).komplemanlar (C5a), immiin kompleksler, forbol ester, kalsiyum iyonofor, ultraviole
1sinlamast TNF sentezini stimiile eder(8). Bakteriyel lipopolisakkaritlere yanit olarak ¢ok
miktarda {iretilen TNF’in septik sok yanitinda rolii bulunur(37). Siklik AMP (cAMP),
sitokinler (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TGF-B), siklik niikleotid fosfodiesteraz
inhibitdrleri(pentoksifilin ve rolipram), siklosporin A, deksametazon, viriisler (epstein barr

viriisii gibi)TNF iiretimini baskilar.
2.7. Etanercept

Etanercept (Enbrel”) bir TNF-o, inhibitdrii olup, tuzak bir reseptor olarak TNF-o.
molekiiliinii baglamakta ve ticari olarak kullanima hazir formu bulunmaktadir. Etanercept,
bir flizyon proteini olup, rekombinant DNA tarafindan iretilen biyolojik bir ilagdir.
Etanercept, TNF-a’nin inflamatuar etkisini azaltmakta, romatoid artrit, ankilozan spondilit
ve psoriazis gibi hastaliklarda kullanilmaktadir. Buna ek olarak son c¢alismalarda,
sistematik olarak etanerceptin enjeksiyonu sonucunda rat glokom modelinde, retinal
ganglion hiicre kaybinin efektif olarak oOnlendigi gosterilmis olup, TNF-a ve reseptor
diizeylerinin yiiksek olarak tespit edildigi saptanmistir. Ayni sekilde, endotoksin ile
indiiklenen iivetisde de TNF-a inhibitorii olarak, etanerceptin kullanilmig olup, tedavi de

basar1 saglandigi bildirilmistir(38).

TNF Blockers: Antibodies and Fusion

Proteins
Chimeric Humanized Human Humanized Human recombinant
monoclonal monoclonal recombinant Fab’fragment receptor/Fc fusion

antibody antibody antibody protein

Infliximab Tocilizumab Adalimumab Certolizumab Etanercept

Rituximab Golimumab pegol
M Mouse
Human
CDR=Complementarity-determining region Adapted from Keystone E and Ware C. J Rheum 2010:85:27-39.
PEG=Polyethylene glycol Adapted from Feldmann M. Nature 2002; 2(May):364-71.

Sekil 5: Cesitli TNF-a blokerlerinin zincir yapilari.
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Etanercept Adalimumab Infliximal Certolizumah

STNFR:Fc Human mAb Mouse-human Pegylated
chimeric mAb human fab
(
Human Mouse Human fab
Extracellular variable \ ‘ / variable
portion of regions regions
human
TNFR2
Human
lgG1 Fc —
Polyethylene
glycol
Human
lgG1 Fc

Sekil 6:Etanerceptin zincir yapisindaki molekiiler kisimlar.

TNF-o antagonistleri, romatoid artrit (RA), inflamatuar barsak hastaliklar1 (IBD)
ve psoriazis gibi ¢esitli inflamatuar durumlarda tedavide bir yenilik yaratmislardir. Her ne
kadar, infliximab, adalimumab ve etanercept gibi antagonistlerin nispeten az yan etkileri
olsa da, idiosyncratik (kendine 6zgili) karaciger hasari ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Veriler ilag ile indiiklenen karaciger hasara (drug-induced liver injury, DILI) neden
olduklarin1 gosterse de, bu verilerin sadece vaka takdimi (case-report) olarak

yayinlanmasindan dolay1 tarafsiz olarak kabul edilmemektedir(4).

Karacigerde hiicre ile tedavide transplante edilen hiicrelerin asilanmasi ¢ok
kritiktir, nétrofillerin veya Kupffer hiicrelerinin aktivasyonundan sonra, transplante edilen
hiicrelerin cogu karaciger siniizoidleri tarafindan proinflamatuar
sitokinler/kemokinler/reseptorler ~ tarafindan  hizli  bir  sekilde  karacigerden
temizlenmektedir. Wiswanathan ve ark., c¢alismalarinda hiicre-transplantasyonu ile
indiiklenen hepatik inflamasyonda, TNF-a antagonisti olan etanerceptin ratlarda hepatosit
transplantasyonunda etkisini arastirmiglar. Hiicre transplantasyonundan sonra, bir ¢ok
sitokin/kemokin/reseptorlerin ~ miktarlarinda  artis  oldugunu,  halbuki  hiicre
transplantasyonundan Once etarnercept kullaniminin bu yaniti normalize ettigini
bildirmiglerdir. Bundan baska, etanerceptin hiicre transplantasyonu ile indiiklenen

intrahepatik sekretuar sitokinlerin [High Mobility Group Box Protein 1 (HMGBI)

12



gibi]salinimin1 6nemli Slcilide azalttigini rapor etmislerdir. Etanerceptin bu etkisinin hiicre
transplantasyonu ile ilgili notrofillerin aktivasyonunu azalttifi, fakat Kupffer hiicrelerine
etkisi olmadigin1 bildirmislerdir. Etanerceptinin yiiksek dozlart ile muamele edilen

hayvanlarda transplante edilen hiicrelerin reddedilmesinin azaldig: bildirilmistir(7).

Garcia Aparicio AM ve ark., vaka raporunda infliximab ile anti-TNF-a tedavisi
olan spondiloartropati hastasinda, tedavi sirasinda siddetli karaciger fonksiyon bozuklugu
saptamiglar ve ikinci inflizyondan sonra ise serum transaminazlarda yavasca bir yiikselme
oldugunu, infliximabin besinci infiizyonundan 6nce ise siddetli karaciger hasar1 gelistigini
(AST 327 mU/ml, ALT 656 mU/ml, GGT 140 mU/ml, ALP 227 mU/ml) bu nedenle
tedaviyi durduklarini bildirmislerdir. Infliximabin kesilmesinden 10 giin sonra ise serumda
karaciger testlerinin normal seviyelere diistligiinii fakat ankilozan spondilit semptomlarinin
tekrarladigini bildirmiglerdir. Bdylece, hastayr etanercept ile tedavi ettiklerini ve bu

degerlerin 5 ay boyunca hi¢ degismedigini bildirmislerdir(6).
2.8. Apoptoz ve Caspase-3

Apoptoz mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim reseptorleri,
adaptdr proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar). Oliim reseptérleri; TNF reseptor
gen ailesine aittir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri, 6liim alani ad1 verilen
bir aminoasit dizisini icerir ve adaptor proteinlere baglanirlar. Memeli hiicrelerinde sistein
proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif
prokiirsorler olarak bulunur. Sitokrom c¢’nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozun son
basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Proteolitik
parcalanmadan sonra kaspazlar aktif hale gegerler ve bdylece kaspaz aktivasyon zinciri
baslar. Baslangicta, kaspazlar mitokondride membran hasar1 olusturur ve bu olaylarin
sonucunda; zar degisimleri, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol agcan hasarlar ortaya

¢ikar(39, 40).

Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmustir. Kaspazlar bir seri
olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive ederler. Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar,
adaptore baglanirlar ve 6liime yonlendirirler ama infaz1 gergeklestirmezler bunu yapacak
olanlar1 aktiflestirirler. Infaz1 gerceklestiren uygulayici kaspazlardir. Uygulayict kaspazlar,

baslatict kaspazlarin akisin1 aktive ederler. Apoptotik programin merkezi bileseni

13



kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye 0zgilidiir ve kaspaz inhibitdrlerinin effektor

kaspazlar1 inhibe ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir(41).

Cesitli arastirmalarda karaciger hasarinda apoptotik hiicre 6liimiiniin anahtar bir
rolii oldugu 6ne siiriilmiis olup, deneysel modellerde anti-apoptotik stratejilerin tedavideki
potansiyel etkileri arastirmaya yoneltmistir. Karacigerde hiicre kaybmin molekiiler
mekanizmasinin anlasilmast ve karacigerde hiicre kaybinin regiilasyonu diizenlenmesi
tedavi de 6nemli bir rol oynayacaktir. Kaspaz3 molekiilii intrinsik apoptotik mekanizmada

anahtar rolii oynayan en 6nemli molekiillerden biridir(42)

APOPTOZUN KONTROLU

intrinsik yol (hasar):
Mitokondri N )
=
BAX Sitokrom chin salinim k\ ECL-Z
EAK ’/{ BICL-¥1
BOK BCL-W
::do'._-;q-f Pro-kaspaz 9 umn ayrimasi ’:-‘FD-;-'
BID | —  |ona
E K MR-13
= Pro-uygulama kKaspaz 3'ln ayrilmasi Seversl
M2 s
Caspase 3 hilcresel proteinleri pargalar
¥ ve pekirdek aktivasyonu gordiin

- ﬁp Oliim

Sekil 7:Apoptozda intrinsik yolun sematize edilmesi
2.9. High Mobility Group Box-1 (HMGB-1)

Kompleks genetik ve fizyolojik degiskenler ayn1 zamanda cevresel degiskenler
kromozomlarda dayaniksizlik, zamani1 gelmeden hiicre Oliimleri, yanhs farklilasmanin
gelismesine neden olmakta ve degisen metabolizma insanlarda hastaligin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir. Bu molekiiler olaylarin aydinlatilmasi tanida yeni belirleyicilerin

gelistirilmesi ve yeni tedavi yontemlerini ortaya ¢ikaracakti. 1973’de bir grup histon i¢inde
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olmayan c¢ekirdek proteinlerinin yiiksek elektroforetik mobilitesi oldugu saptanmis olup,
bunlara High Mobility Group (HMG) proteinleri adi verilmistir(43). HMG proteinleri
icinde HMGBI proteinleri en fazla bulunan ve en iyi tamimlanmis molekiillerdir. Bunlar
hiicresel stres yanitina hassas ve koordine eden molekiiller olup, hiicre icinde sadece DNA
saperonlart olarak kritik bir rol oynamazlar, ayn1 zamanda kromozomlarin koruyuculari,
otofajinin ger¢eklesmesini desteklemesi, apoptotik hiicre Oliimiiniinden korumasinda
Oonemli bir rol oynarlar. Bununla birlikte, hiicre disinda damage-associated molecular
pattern molecule (DAMP) olarak rol oynarlar. Biitiin bu karakteristik 6zellikler HMGBI
molekiiliinii, enfeksiy6z hastaliklar, iskemi, immun hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar,
metabolik hastaliklar ve kanserde kritik bir molekiiler hedef yapmaktadir. Ger¢ekten de bu
gibi durumlarda in vivo ve in vitro HMGB1 ekspresyonunu, salinimini ve aktivasyonunu
inhibe etme stratejisine gidilmistir(9).HMGBI1 reseptorii ve sinyal yolag: icin kullanilan
inhibitdrler ise, antikorlar, peptid inhibitorleri, RNAi (RNA interferaz veya RNA girigimi
canli hiicreler i¢cinde yer alan ve hangi genlerin aktif olacagini ve nasil aktif olacaklarini
belirleyen ve kontrol eden bir sistemin ismi), anti-koagiilantlar, endojen hormonlar, ¢esitli
kimyasal bilesiklerdir. Biobelirtegler normal biyolojik yanitlarda, patojenik proselerde ve
farmakolojik yanitin  Ol¢iilmesinde objektif olarak durumun degerlendirilmesine
yaramaktadirlar. Bir ¢ok ¢alismada HMGB1 molekiiliiniin serum, plazma, BOS, sputum,
idrar, fekal ve dokuda Ol¢limleri hastaligin  teshisinde, tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde ve prognozun belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
One siiriilmiistiir. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ve Western Blot
teknikleri ile saptanabilmektedir. Dokuda ise immunohistokimya ile yeri
saptanabilmektedir. Bu molekiiliin kolestatik karaciger hasarimin gelisiminde ©Onemli

katkilar1 olabilecegi bildirilmektedir(44).
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Sekil 8:Apoptozda HMGB1’ in roliiniin sematize edilmesi
2.10. Toll-Like Receptor 4 (TLR4)

Toll-like reseptor(TLR) ailesi memelilerde enfeksiyon sirasinda konakgiya sinyal
gonderen reseptorleri taniyan ve en iyi karakterize edilmis yapilar olup immun sistem
yanitim1 baglatmakta, kronik veya akut inflamatuar hastaliklarda bakterial endotoksinler
yoluyla aktivasyonu gelismis lilkelerde siklikla rastlanmaya baslamistir. Bu patolojilerin
diizeltilmesinde TLR4 yolunun modiilasyonu potansiyel bir tedavi stratejisi olarak
diistiniilmektedir. Bu hastaliklar arasinda sepsis hayati tehdit eden ve heniiz spesifik
farmakolojik bir tedavisi olmayan, ciddi bir akut sistem inflamasyonu olup TLR4 anormal

bir sekilde aktive olmaktadir(45).

Toll-like reseptor ailesi pattern recognition receptor(PRR) ailesi i¢inde en ¢ok
calisilan olup bunlarin i¢cinde TLR4 ise farkli patojenlerle konak¢inin enfeksiyonunda en
cok calisilan molekiildiir. TLR4 spesifik olarak bakterial lipopolisakkaridi tanimakta ve

aktivasyonu sonucunda pro-inflamatuar sitokinler ve kemokinler sentezlenmektedir. Son
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yillarda, sentetik TLRantagonistlerinin kullanilmasi yardime1 Th1l veya Th2 hiicrelerini
stimiile etmekte ve gercekei terapotik bir hedef olmaktadir. TLR’ler ilk olarak 1990’larda
tanimlanmaya baglamakla birlikte TLR4 geni 1994 yilinda farelerde LPS kromozom
bolgesinde saptanmistir. LPS’leri tanimakla birlikte, dis membranin majér komponenti

olan gram-negatif bakterileri de tanimaktadir(46).

TLR sinyali sonucunda tip-1 interferon ile birlikte stimiile olan molekiiller veya
infalamatuar proteinler iiretilmektedir. Inflamatuar proteinler ise sitokinler, kemokinler ve
insanlarda kolestatik sirotik karaciger ve ratlarda baglanmis safra kanallarinda bulunan
hepsidin molekiilii gibi antimikrobiyal peptidleri icermektedir. Enfeksiyoz patojenlere ek
olarak, hiicresel stres ve tikanma sarilig1 ile ilgili bir hasar topluca endojen molekiillerin
saliim tetiklenmekte ve ekstraselliiler bolgede DAMPs (Damage Associated Molecular
Patterns) ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda konakg¢ida var olan immun sistem ve

TLR’ler aktive olmaktadir(47).
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3. MATERYAL VE METHOD

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alindiktan sonra (13.06.2017 tarih, 64583101/2017/056 sayil1 onay
belgesi) A.U.T.F. Deneysel Arastirma Laboratuarinda yapilmistir.Deney hayvam olarak
agirliklar1 200-280 gramarasinda degisen, Wistar Albino tiirii 30 adet disi sican iizerinde

calisild.

Her grupta 10 adet hayvan igeren deney, kontrol ve sham grubu olmak
tizeretoplam 3 grup olusturuldu. Sham grubu anestezik maddelerin ve olas1 risklerin diger

gruplarla karsilastirilmasi,¢alismanin standardize edilmesi amaciylaolusturuldu.

Grup I (n=10): Sham Grubu Laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya

konupbatin kapatildi ve takiben hayvanlara 7 giin siire ile standart yem ve su verildi.

Grup II (n=10): Kontrol Grubu Laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya

konup4/0 ipek ile baglanan hayvanlara 7 giin siire ile standart yem ve su verildi.

Grup II (n=10): Deney Grubu Laparatomi sonrasinda ana safra kanali
ortayakonup 4/0 ipek ile baglanan hayvanlara 7 giin siire ile standart yem ve su verildi. Bu
gruptaki hayvanlara, safra kanali baglandiklar1 giinden itibaren 7 giin oyunca 2 mg/kg

dozunda intraperitoneal etanercept verildi.

Tim hayvanlara 50 mg/kg ketamin sodyum ve 50 mg/kg ksilazin
ile(intraperitoneal) genel anestezisaglandiktan sonra batin 6n duvar tlyleri kesilerek
povidon iyot ile saha temizligi yapildi. Sag subkostal kesi ile batina girildi. Sham grubunda
ana safra kanalibulundu ve birakildi. Kontrol ve deney grubu hayvanlarda ana safra kanali
bulundu.Dissektor ile ana safra kanali doniildi ve no:4/0 ipek ile ligate edildi.
Takibenkatlar anatomisine uygun olarak no:3/0 ipeklerle kapatildi. Siitiir hatt1 povidon iyot
iletemizlendi.Hayvanlar anesteziden ¢ikmak iizere sicak ortama alindi. Operasyon sonrast

6’1ncisaatte oral beslenmeye baslanildi.

Deney grubundaki hayvanlarda postop 2 giin i¢inde ikter gelisti ve koledok ligate
edildigi giinden itibaren giinliik intraperitoneal 2 mg/kg dozunda etanercept verildi. 7 giin

boyunca hayvanlarin hepsi standart yem ve su le beslendi. Postop 7’inci giinde tiim
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hayvanlara 50 mg/kg ketamin sodyum ve 50 mg/kg ksilazin ile(intraperitoneal) genel
anestezi saglandiktan sonra eski insizyonlarindan batina girildi. Safra kanali baglanan
hayvanlarin safra kanalinini dilate oldugu gorildii.Tiim hayvanlardan biyokimyasal
parametreler i¢in kan Ornegi alindi. Histopatolojikinceleme ig¢in karacigerden ornekler

alind1. Ornekler alindiktan sonra ratlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Alman karaciger drnekleri patolojik inceleme i¢in %10'luk tamponlu formaldehit
soliisyonu i¢ine konuldu. Dokular soliisyon icinde fikse edildikten sonra karacigerlerden
ornekler alinarak kasetlendi. Daha sonra otomatik doku takip cihazinda 14 saat siire ile
takip islemi yapildi. Takip islemi ardindan dokular parafinde tesbitlendi, sonra elde edilen
parafin bloklardan mikrotom (Thermo Shandon) ile 3-4 mikron kalinlikta kesitler
hazirlandi. Kesitlerden hazirlanan lamlar rutin histopatolojik inceleme ve fibrozis
degerlendirilmesi i¢in hematoksilen—eozin ve Trichrom ile boyandi. Preparatlar Olympus
BX52 151k mikroskobunda 20X ve 40X biiyiitme ile degerlendirildi. Mikroskoba bagli olan
Olympus marka fotograf makinasi ile fotograflandi. Karaciger dokular1 odaksal nekroz,
fibrozis, dejenerasyon, portal inflamasyon, steatoz, periportal nekroz acisindan

degerlendirildi

Sekil 9: Dilate safra kanali
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4. BULGULAR

Calisma i¢in alinan drnekler Adnan Menderes Universitesi biyokimya ve patoloji

laboratuvarilarinda incelenmistir.

Ratlarin serum AST diizeyleri kontrol grubunda(grup 1) , diger iki gruba kiyasla
daha diisik diizeyde oldugu goriiliip(p<0,0001); istatiksel olarak diger gruplara gore
anlamli fark bulundu; ancak etanercept almayan(grup 2) ve etanercept alan(grup 3)

arasinda anlamli fark bulunmadi(p<0,99).
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Grafik 1: Serum AST diizeyleri

Serum ALT diizeyleri grup 1 de grup 2 ve grup 3’ e kiyasla daha diisiik
bulunarak(p<0,0001), aradaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu. Ancak grup 2 ve grup
3 arasinda ki ALT diizeyleri kiyaslandiginda iki grup arasinda anlamli fark

bulunmadi(p<0,42).
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Grafik 2: Serum ALT diizeyleri

Kan 6rneklerindeki ALP diizeyleri grup 1 de diger iki gruba kiyasla daha diisiik
bulundu(p=0,005). Grup 2 ve grup 3 kiyaslandiginda ALP diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmadi(p=0,69).
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Grafik 3: Serum ALP diizeyleri

Total biliriibin diizeyleri grup 1 de diger iki gruba kiyasla daha diisiik
bulundu(p<0,0001).Ancak grup 2 ile grup 3 arasinda total biliriibin diizeyleri arasinda fark
bulunmadi(p=0,117).
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Grafik 4: Serum total biliriibin diizeyleri

Serum caspase-3 diizeyleri arasinda 3 grup birbiri ile kiyaslandiginda gruplar

arasinda anlamli fark bulunmadi(p=0,82).
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Grafik 5: Serum caspase- 3 diizeyleri

Serum HMGBI1 diizeylerine bakildiginda birinci gruptaki degerlerin diger
gruplara kiyasla daha diisiik oldugu goriildii(p<0,0001). Grup 2 ve grup 3 kiyaslandiginda
grup 3 teki HMGB1 diizeyinin grup 2’ ye kiyasla daha diisiik oldugu gézlendi(p=0,024).
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Grafik 6: Serum HMGBI diizeyleri

Alman kanlardan Serum TLR4 diizeylerine bakildiginda grup 1 deki degerlerin
diger gruplara kiyasla daha diisiik oldugu go6zlendi(p<0,0001). Grup 2 ile grup 3

karsilastirildiginda grup 3 deki degerlerin grup 2 ye kiyasla daha yiiksek oldugu
g6zlendi(p=0,002).
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Grafik 7: Serum TLR4 diizeyleri

Serum TNF a diizeylerine bakildiginda her 3 grup arasinda anlamli fark
bulunmadi (p=0,27).
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Grafik 8: Serum TNF alfa diizeyleri

Doku caspase-3 diizeylerine bakildiginda grupl, grup 2, grup 3 arasinda anlamli
farklilik bulunmadi(p=0,15).
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Grafik 9: Doku Caspase- 3 diizeyleri

Rat karaciger doku Orneklerinde HMGB-1 diizeylerine bakildiginda grup 1 ile
grup 3 deki degerler arasinda anlamli farklilik bulunmazken(p=0,68), grup 1 ve grup 3 teki
degerlerin ikinci gruptaki degerlere gore daha diisiik oldugu gozlendi(p<0,0001).
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Grafik 10: Doku HMGBI diizeyleri

Karaciger dokusunda TLR4 diizeylerine bakildiginda grup 1 deki degerlerin grup
2 ye kiyasla daha diisik oldugu(p=0,001), grup 3 ile arasinda bir fark olmadig:
goriildii(p=0,32). ikinci gruptaki degerlerin iigiincii gruptaki degerlere gore daha yiiksek
oldugu goriildii (p=0,001).
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Grafik 11: Doku TLR- 4 diizeyleri

Karaciger TNF o diizeyleri grup 2 ve grup 3 te, grup 1 e kiyasla daha yiiksek
bulundu(p<0,0001). Ikinci grup ile iigiincii grup arasinda TNF o diizeyleri arasinda fark
bulunmadi(p=0,45).
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Grafik 12: Doku TNF alfa diizeyleri

Doku 6rnekleri mikroskopik olarak steatoz acisindan incelendiginde her ii¢ grupta

da steatoz olmadig1 gozlendi.

Karaciger doku 6rnekleri dejenarasyon acisindan incelendiginde grup 1 de diger
gruplara kiyasla daha az dejenerasyon oldugu gozlendi(p<0,0001). Grup 2 ile grup 3
arasinda fark gozlenmedi(p>0,05).
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Grafik 13: Karacigerde dejenerasyon diizeyleri

Karaciger doku ornekleri portal enflamasyon agisindan incelendiginde grup 1 de
diger gruplara kiyasla daha az portal enflamasyon oldugu gozlendi(p<0,0001). Grup 2 ile
grup 3 arasinda fark gézlenmedi(p>0,05).
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Grafik 14: Karaciger doku 6rneklerinde portal inflamasyon

Karaciger doku 6rnekleri odaksal nekroz agisindan incelendiginde grup 1 de diger
gruplara kiyasla daha az odaksal nekroz oldugu gozlendi(p<0,0001). Grup 2 ile grup 3
arasinda fark gozlenmedi(p>0,05).
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Grafik 15: Karacigerde odaksal nekroz

Karaciger doku ornekleri periportal nekroz agisindan incelendiginde grup 1 de
diger gruplara kiyasla daha az dejenerasyon oldugu gozlendi(p<0,0001). Grup 2 ile grup 3
arasinda fark goézlenmedi(p>0,05).
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Grafik 16: Karacigerde periportal nekroz
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Karaciger doku oOrnekleri fibrozis agisindan incelendiginde grup 1 de diger

gruplara kiyasla daha az fibrozis oldugu gézlendi(p<0,0001). Grup 2 ile grup 3 arasinda

fark gozlenmedi(p>0,05).
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Grafik 17: Karacigerde fibrozis diizeyleri
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5. TARTISMA

Tikanma sarili@i (TS) ana safra yollarinda ya da intrahepatik safrayollarindaki
tikaniklifa bagli olarak goriilebilen klinik bir tablodur(48). TS tablosu gelismesi
durumlarinda cerrahi, endoskopi ve radyolojik dekompresyon yontemleriyle drenaj yapilip
sarilik tablosu geriletebilirken endotoksemi, SIRS, karaciger hasari, sepsis gibi durumlarin
engellenmesi i¢in yeterli olmayip, mortalitesi oldukca yiiksek olan bir durumdur(1, 49). Bu
klinik tabloyu ve doku hasarin1 gosteren birgok labarotuvar parametresi ve bununla ilgili
yapilan caligmalar mevcuttur. Tiimor nekrozis faktor a(TNF «), akut faz reaktani olup
inflamasyon siirecinde 6nemli bir rol oynar(34). Bizim ¢aligmamizdaki amacimiz tikanma
sarth@inda olusan hasar1 engelleyebilmek i¢in antiinflamatuar bir ajan olan TNF a

inhibitorii enanercept ile litaratiire katki saglayabilmektir.

Etanercept (Enbrel”) bir TNF o inhibitérii olup, tuzak bir reseptdr olarak TNF o
molekiiliinii baglamakta ve ticari olarak kullanima hazir formu bulunmaktadir. Etanercept,
bir flizyon proteini olup, rekombinant DNA tarafindan {iretilen biyolojik bir ilagtir.
Literatiirli taradigimizda deneysel ve klinik olarak tikanma sarilig1 ile etanercept iizerine
bir calismaya rastlamadik. Ancak karaciger hasari iizerine calismalar oldugundan yola
cikarak bu calismamiza karar verdik. Abdul Hamid ve ark.(50) yaptiklart bir ¢alismada
karaciger sirozu olan hastalara TNF a inhibitorii etanercept verilmesinin karaciger hasarini
azalttigim1 bildirmiglerdir. Yine Kilicoglu ve ark.(51)° nin yaptiklar1 bir caligmada
karaciger transplantasyonu, travma gibi durumlarda iskemi reperfiizyon hasarinda
etanerceptin karaciger hasarini azalttigini ve olumlu etkileri oldugunu belirtmislerdir. Biz
de literatiirde bu gibi bir¢ok c¢alismaya bakarak etanerceptin karacigerdeki olumlu
etkisinden faydalanmak amaciyla tikanma ikteri {izerine deneysel olarak etkisini

arastirmayi planladik.

TNF-o 6nemli bir akut faz reaktan1 olup akut karaciger hasarinda ve
yetmezliginde ciddi bir gosterge olarak kullanilabilmektedir(52). Biz de g¢alismamizda
tedavi gostergesi olarak parametrelerden birisini TNF-a olarak belirledik. Feng ve ark(52)’
nin karaciger yetmezligi {lizerine yaptiklar1 ¢alisjmada TNF-a nin 6nemli ve anlamli bir
parametre olarak gosterilebilecegi belirtilmistir. Zhou ve ark.(53) yaptiklari deneysel bir

tikanma ikteri caligmasinda ikter yaptiklari grupta TNF-o’ nin diger gruplara gore
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istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugunu ve ginsenoside ile koruma yaptigi grupta
TNF-a diizeyinin daha diisiik oldugunu bildirmistir. Bizim de ¢alismamizda serum TNF-a
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmaz iken, doku TNF-a
diizeylerinde TS grubunun diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha
yiiksek oldugu goriildi. Ancak tedavi grubunda TNF a diizeyi diisiik ¢iksa da istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmadi. inflamatuar uyar1 sonrasinda etkisi 30 dakika iginde baslar
ve 90-120 dakika i¢inde maksimuma ulasir. Yaklasik 4 saat sonra etkisi kaybolur(54).
Serum oOrneklerini sakrifikasyondan hemen sonra almamizdan o&tiiri TNF o diizeyinin
serumda anlamsiz ¢iktigini diistiniiyoruz. Tedavide ise etanerceptin antiinflamatuar siiregte

TNF a lizerine etkisinin olmadigini diisiiniiyoruz.

Karaciger fonksiyon testlerinin gOstergesi olarak AST, ALT, Total
Bilirubin(T.Bil) ve ALP degerlerini serumda ¢alismay1 planladik. Literatiirdeki karaciger
hasartyla ilgili yapilan caligmalarin hemen tamaminda en basit parametreler olarak bu
parametrelerin ¢alisildigini gormekteyiz. Bai ve ark.(55) yaptiklar1 calismada pankreas basi
kanserli tikanma ikteri olusturulmus ratlarda AST,ALT, Bil ve ALP degerlerinin
yiikseldigi bildirilmistir. Xu ve ark(56)’ nin akut hepatit iizerinde yaptiklar1 bir ¢calismada
ise yine ayni enzimlerin ratlarda yiikseldigi bildirilmektedir. Biz de ¢aligmamiza
baktigimizda kontrol grubunda tiim degerlerin tikanma ikteri ve tedavi grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugunu gozledik. Tikanma ikteri yaptigimizda
bu degerlerin ylikselmesi 6nemli parametreler oldugunu gostermektedir. Tedavi grubunda
TS grubuna goére degerler nispeten diisilk goziikse de istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlemedik. Bu degerler iizerinden de etanerceptin TS ilizerine antiinflamatuar ve

antioksidan bir etkisi olmadigin1 gézlemekteyiz.

Kaspazlar fagozomal olgunlasma, lizozom fiizyonunun dinamiklenmesi yoluyla
antioksidan savunmay1 ve konake1 direnci arttirmakta, apopitozun yam sira doku tahribini
de engelleyerek antiinflamasyonu da saglamaktadir(57). Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7
ile birlikte etkili olup apopitotik etkiye sahiptir ve kisa bir N-terminal prodomainine
sahiptirler(57). Liu ve ark.(58) yaptiklar1 bir ¢caligmada ratlarda olusturduklar1 tikanma
ikteri lizerine hidrojenli salinin etkisini arastirmiglar ve bunun belirteci olarakta kaspaz-3 i
kullanmiglardir. TS yaptiklar1 grupta kaspaz-3 anlamli olarak yiikselirken tedavi verdikleri

grupta da TS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir bigimde kaspaz-3 diizeyinde
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gerileme oldugunu bildirmislerdir. Bizim calismamizda serum ve doku Orneklerine
bakildiginda 3 grup arasinda da kaspaz-3 degerlerinde anlamli farklilik olmadigini
saptadik. Etanerceptin tikanma ikterinde antiapopitotik aktivitesinin olmadigini

diisiinmekteyiz.

HMGB1(High Mobility Group Box 1) niikleer proteini énemli derecede koruyan
bir protein olup DNA hasari, gelismesi, ekstraseliiler hasar ve farklilasmanin 6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir(59, 60). Meme kanseri, kolorektal kanser, mide
kanseri, mezotelyoma gibi  malignitelerde belirtec olarak ve  prognozda
kullanilabilmektedir(61-63). Liu ve ark(48) yaptiklar1 bir ¢alismada tikanma ikteri
olusturduklart ratlarda HMGBI1 diizeyinin serumda ve karaciger dokusunda yiikseldigini
ve hidrojen salin ile tedavi ettikleri grupta ise HMGB1 diizeyinin doku ve serumda anlamli
olarak diistiigiinii bildirmislerdir. HMGBI1 proteinin karaciger dokusu icin hasar bildirmede
Oonemli bir gosterge olabilecegini de bildirmektedirler. Bizim ¢aligmamizda Tikanma ikteri
ile hasar olusturulan grupta HMGBI diizeyi anlamli olarak yiikselirken etancept ile tedavi
edilen grupta ise HMGBI diizeyi ilag almayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde diisiik saptanmistir. Buradan da anlasilacagi iizere HMGB1’in tikanma ikterinde
olusan karaciger hasarinda 6nemli bir gosterge olacagina ve etanerceptin karacigerin DNA

hasar1 ve farklilasmas1 asamasinda etkisi olabildigini diistinmekteyiz.

Tool like receptore 4 (TLR4) uyarilmis ince barsak mukozasinda bulunan ve
bakteriyel komponentlerin mukoza reseptorlerini uyaran bir reseptor olarak
bilinmektedir(64). Bu inflamatuar komponentinden faydalanarak inflamatuar barsak
hastaligindan, diareye, karacigerde iskemi reperfiizyon hasarindan akut pankreatite,
obeziteye dek bir¢ok calismaya dek litaratiirde belirte¢ olarak kullanilabilecegini gosteren
caligmalar bildirilmistir(65-68). Fei ve ark(69)’nin yaptig1 deneysel TS modelinde TS
yapilan ratlarda TLR4’ iin yiiksek oldugu ve Radix Astragali denilen ajan ile tedavi edilen
grupta da bu markerin diistiigii bildirilmistir. Lin ve ark.(70) nin yaptig1 tikanma sariligina
bagl gelisen son donem karaciger yetmezliginde TLR4’ {in iyi bir belirte¢ olabilecegini
gostermisler ve burada inflamatuar markir olarak onermislerdir. Calismamizda ise serum
TLR4 degerlerine bakildiginda tedavi grubunda en yiiksek deger saptanirken, kontrol
grubunda ise en diisiik degerin oldugu gozlendi. Doku TLR4 degerlerinde ise etanercept
verilen tedavi grubunda TLR4 degerinin diger gruplardan daha diisiik oldugu, en yiiksek
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grubun ise tedavi verilmeyen TS olusturulan grup oldugu goézlendi. Doku degerlerine
bakildiginda hem TLR4’ {in TS’ nin inflamatuar belirtegligi agisindan literatiir ile
paralellik gosterdigini hem de etanerceptin tedaviye anlamli yanit verdigini gormekteyiz.
Ancak serum TLR4 degerlerine bakildiginda bunu sOylememiz  miimkiin
olmamaktadir. TLR4’iin sadece karaciger dokusu degil, ince barsak ve kolon mukozasinda
da reseptor Ozelligi oldugu i¢in(66) serumdaki bu degisken miktarinin olabilecegini ve

dokudan alinan 6rneklerin daha dogru oldugunu diisiinmekteyiz.

Tikanma sariliginin en 6nemli etkilerinden birisinin de histopatolojik degisiklikler
oldugunu diistinmekteyiz. Karaciger hasar1 ve tikanma sariligr ile ilgili litaratiirde yapilan
bir¢ok calismada kan ve dokudan alinan biyokimyasal parametrelerin yani sira Knodell ve
ark.(71)’ nin yaptig1 histopatolojik skorlamada kullanilmistir. Biz de doku hasar1 ve nekroz
derecesini degerlendirebilmek a¢isindan bu skorlama sistemini kullanmay1 uygun gordiik.
Kontrol grubunda skorlama sistemi derecelerimiz diisiik goriiliirken, grup 2 ve grup 3 de
daha yiiksek nekroz derecelerine rastladik ancak tedavi grubu ve TS grubu arasinda
istatistiksel bir fark gozlemledik. Etanerceptin biyokimyasal markirlarda etkili olabilirken

histopatolojik dlciide etkili olmadigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Tikanma sariligi morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenleri olup sepsis gibi
komplikasyonlarin gelisimine neden olabilmektedir. Tedavisinde cerrahi, endoskopik ya da
radyolojik olarak drenaj gerekmekte olup septik tabloyu diizeltmekte yeterli olmayip
inflamasyon durumunun oniine gecebilmek icin destek tedavisine ihtiyag gerekmektedir.
Etanercept, bir TNF-o inhibitérii olup bir¢ok inflamatuar ve otoimmun hastalikta
antiinflamatuar amacla kullanilmaktadir. Biz de c¢alismamizda TS’ nin tedavisinde
antiinflamatuar ve antiapopitotik amacla etanerceptin etkilerini arastirdik. Biyokimyasal,
histopatolojik olarak ¢alisma verilerimizi inceledigimiz zaman; etanerceptin tikanma
sarilig1 tedavisinde antiinflamatuar, antiapoptotoik etkinliginin olmadigin1 ancak hiicresel
diizeyde DNA hasar1 lizerine etkilerinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Histopatolojik

diizeydede etkisinin kisa donemde olmadigini diistinmekteyiz.
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OZET

Safra yollarinin herhangi bir seviyesinde, herhangi hastalifa bagli olarak gelisen
kismi veya tam tikaniklik sonucu safra akisinin engellenmesi ile tikanma sarilig1 olusur.
Kolestazda gelisen hastalarda morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenleri arasinda
sepsis gibi infeksiyoz komplikasyonlarin gelisimidir (1).Barsaga safra akiginin olmamasina
bagli olarak safra ile atilan maddelerin kanda birikimine neden olur. Kolestaz sonucu ile
retikiiloendotelyal sistem fonksiyon bozuklugu, intestinal mukozanin yap1 ve
fonksiyonlarinda bozulma, immun sistem supresyonu, barsak duvarinda oksidatif hasar,
bakteriyemi ve endotoksemi gibi patolojik durumlar ortaya ¢ikar (2, 3). Kolestazda staza

sekonder karaciger hasar1 ortaya ¢ikar.

Kolestatik sarilikta, enfeksiydz patojenlere ek olarak hiicresel stres ve hasar, alarm
molekiiller olarak bilinen endojen molekiillerin salinimini tetikleyebilmektedir. Bunun
sonucunda konak¢ida immun sistem yanit1 baglamakta olup Tool like receptor molekiilleri
(TLR1,2,4,6,7,9) salinmaktadir. HMGBI1 (High mobility group box-1) proteininin ise ilk
defa 1999 yilinda farelerde endotoksin ile ilgili 6liimlerde 6nemli bir molekiil oldugu rapor
edilmistir. Bu nedenle, HMGB 1 molekiiliiniin kolestatik karaciger hastaliginin
gelismesinde 6nemli olabilecegi one siiriilmiistiir. Huang ve ark., ¢alismalarinda ratlarda
tikanma sariliginda glukokortikoidlerin HMGB 1 ekspresyonunu ve TLR aktivasyonlari
arastirmiglar. Plazmada HMGB 1 diizeylerini dlgmiisler ve yiliksek saptamislar. Ratlara
glukokortikoid tedavisi uyguladiklarinda ise karacigerde HMGB 1 protein ekspresyonunun
ve serum diizeylerinin azaldigim1 saptamislar. Yine, TLR 2 ve TLR 4 ekspresyonlarinin
HMGB 1 sinyali ile iligkili oldugiinii rapor etmisler, bununla birlikte glukokortikoid
tedavisinin TLR 4 diizeylerine TLR 2 diizeylerine kiyasla daha fazla etkili oldugunu
bildirmislerdir. Bu bulgulardan, tikanma sariliklarinda karaciger hasarinda HMGB 1 —

TLR4 ekseninin 6nemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir(9)

Karacigerde hiicre ile tedavide transplante edilen hiicrelerin agilanmasi ¢ok kritiktir,
notrofillerin  veya Kupffer hiicrelerinin aktivasyonundan sonra, transplante edilen
hiicrelerin cogu karaciger siniizoidleri tarafindan proinflamatuar
sitokinler/kemokinler/reseptorler ~ tarafindan ~ hizlh  bir  sekilde  karacigerden

temizlenmektedir. Wiswanathan ve ark., caligmalarinda hiicre-transplantasyonu ile
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indiiklenen hepatik inflamasyonda, TNF a antagonisti olan etanerceptin ratlarda hepatosit
transplantasyonunda etkisini arastirmislar. Hiicre transplantasyonundan sonra, bir ¢ok
sitokin/kemokin/reseptorlerin ~ miktarlarinda  artis  oldugunu,  halbuki  hiicre
transplantasyonundan Once etarnercept kullaniminin bu yamiti normalize ettigini
bildirmislerdir. Bundan bagka, etanerceptin hiicre transplantasyonu ile indiiklenen
intrahepatik sekretuar sitokinlerin [High Mobility Group Box Protein 1 (HMGBI1) gibi]
salmimini 6nemli Ol¢iide azalttigin1 rapor etmislerdir. Etanerceptin bu etkisinin hiicre
transplantasyonu ile ilgili notrofillerin aktivasyonunu azalttifi, fakat Kupffer hiicrelerine
etkisi olmadigini bildirmislerdir. Etanerceptinin yiiksek dozlar1 ile muamele edilen

hayvanlarda transplante edilen hiicrelerin reddedilmesinin azaldig: bildirilmistir(7).

Her grupta 10 adet hayvan igeren deney, kontrol ve sham grubu olmak iizere
toplam 3 grup olusturuldu. Sham grubu anestezik maddelerin ve olasi risklerin diger
gruplarla karsilastirilmasi,calismanin standardize edilmesi amaciyla olusturuldu.Grup I
(n=10): Sham Grubu Laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya konup batin kapatildi ve
takiben hayvanlara 7 giin siire ile standart yem ve su verildi.Grup II (n=10): Kontrol Grubu
Laparatomi sonrasi ana safra kanali ortaya konup 4/0 ipek ile baglanan hayvanlara 7 giin
stire ile standart yem ve su verildi.Grup III (n=10): Deney Grubu Laparatomi sonrasinda
ana safra kanali ortayakonup 4/0 ipek ile baglanan hayvanlara 7 giin siire ile standart yem
ve su verildi. Bu gruptaki hayvanlara, safra kanali baglandiklar1 giinden itibaren 7 giin
oyunca 2 mg/kg dozunda intraperitoneal etanercept verildi. Sonrasinda ratlardan karaciger

ve kan Ornekleri alinarak ratlar sakrifiye edildi.

TS’ nm tedavisinde antiinflamatuar ve antiapopitotik amagla etanerceptin
etkilerini arastirdik. Biyokimyasal, histopatolojik olarak ¢alisma verilerimizi inceledigimiz
zaman; etanerceptin tikanma sariligi tedavisinde antiinflamatuar, antiapoptotoik
etkinliginin olmadigin1 ancak hiicresel diizeyde DNA hasar1 tizerine etkilerinin
olabilecegini diisiinmekteyiz. Histopatolojik diizeydede etkisinin kisa donemde olmadigini

gozlemledik.
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SUMMARY

At any level of the bile ducts, as a result of the partial or complete occlusion
concluding of any disease, obstructive jaundice occurs by the inhibition of bile flow. One
of the leading causes of morbidity and mortality in patients with cholestasis is the
development of infectious complications such as sepsis(1). If there is no bile secretion to
the intestine, substances that excreted from the bile may accumulate at blood. As a result of
the cholestasis, pathologic conditions such as reticuloendothelial dysfunction, deterioration
of structure and function of intestinal mucosa, immunosuppression, oxidative damage in
the intestinal wall, bacteraemia and endotoxemia occur (2, 3). In cholestasis, stasis

secondary liver damage occurs.

At cholestatic jaundice, in addition to infectious pathogens, cellular stress and
damage can trigger release of endogenous molecules known as alarming molecules. As a
result, in the host, the immune system response is initiatedand the Tool like receptor
molecules (TLR1,2,4,6,7,9) are released. HMGB1 (High mobility group box-1) protein
was reported to be an important molecule in endotoxin-related deaths in mice for the first
time in 1999. For this reason, it has been suggested that HMGB1 molecule may be
important in the development of cholestatic liver disease. In their study, Huang et al.
investigated HMGB1 expression and TLR activation of glucocorticoids in obstructive
jaundice rats.They measured HMGBI1 levels in plazma and found them to be high.When
they administered glucocorticoid therapy to rats, they found that HMGBI1 protein
expression and serum levels were decreased in the liver. Again, they reported that TLR2
and TLR4 expressions are associated with the HMGBI1 signal, and that glucocorticoid
therapy is more effective at TLR4 levels compared to TLR2 levels. From these findings,
they found that HMGBI1, TLR4 axis plays an important role in hepatic damage in

obstructive jaundice (9).

In liver, inoculation of transplanted cells in cell therapy is very critical, after
activation of neutrophils or Kupffer cells, most of the transplanted cells are rapidly cleared
from the liver by the proinflammatory cytokines / chemokines / receptors by the liver
sinusoids. In their study, Wiswanathan et al. investigated the etanerceptin, a TNF «

antagonist effect on hepatocyte transplantation of rat, in cell-transplantation-induced

36



hepatic inflammation. There was an increase in the quantities of many
cytokines/chemokines/receptors after cell transplantation, whereas prior to cell
transplantation, they reported that the use of etarnercept normalized this response.
Furthermore, they reported that etanerceptine significantly reduced the release of
intrahepatic secretory cytokines [such as High Mobility Group Box Protein 1 (HMGBI1)]
induced by cell transplantation. Etanerceptin has reported that this effect reduces
neutrophil activation associated with cell transplantation, but does not affect Kupffer cells.
It has been reported that the rejection of cells transplanted in animals treated with high

doses of etanerceptin (7).

In each group, which had 10 animals, 3 groups were formed for experiment,
control and sham group. The Sham group was created to standardize the study of
anaesthetics and the possible risks compared to other groups. Group I (n = 10): Sham
Group, after the laparotomy, the main bile duct of animals was exposed and the bell was
closed, followed by feeding the animal with standard feed and water for 7 days. Group II
(n = 10): Control Group after laparotomy, the main bile ducts of animals were exposed and
bonded with 4/0 silk, and the animals fed were given standard feed and water for 7 days.
Group III (n = 10): Experimental Group after laparotomy, the main bile ducts of animals
were exposed and bonded with 4/4 silk, and the animals fed were given standard feed and
water for 7 days. The animals in this group were given intraperitoneal etanercept at a dose
of 2 mg / kg for 7 days starting from the day when they were biliary duct. Afterwards, liver

and blood samples were taken from the rats and the rats were sacrificed.

We investigated the effects of etanerceptin for anti-inflammatory and antiapoptotic
purposes in the treatment of obstructive jaundice. Biochemically and histopathologically,
when we examine our study data; we think that there is no anti-inflammatory, antiapoptotic
effect of etanerceptin on obstructive jaundice therapy, but it may have effects on DNA
damage at cellular level. At the histopathological level, we also observed that this effect

was not in the short term.
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