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TESEKKUR
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hocalarim Prof. Dr. Nigar VARDI ve Dog¢. Dr. Meltem KURUS’ a, ¢alismamin istatiksel
analizinde bana yardimci olan Prof. Dr. Saim YOLOGLU’ na, laboratuvar ¢alismalarimda
biiyiik emegi gecen Bio. Mustafa HUZ’ e ve diger biitiin bdliim arkadaslarima sonsuz
tesekkiirlerimi ve stikranlarimi sunarim.

Ayrica 2010/89 nolu projeme maddi yonden katkilarindan dolayr Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ ne tesekkiir ederim.



OZET

Bu calismada sicanlarda karbontetrakloriir ile olusturulan akut ve kronik karaciger
hasar1 lizerine resveratrol ve melatonin’ in etkilerinin, histolojik ve biyokimyasal
yontemlerle arastirilmasi amaclandi.

Karbon tetrakoriir deneysel olarak nonalkolik yagli karaciger hastaligi modeli
olusturmada yaygin olarak kullanilan bir ksenobiyotiktir. Karacigerde serbest radikallerin
iretimini arttirarak, antioksidan enzimlerin aktivitelerini azaltarak ve hiicre ve organellerin
membranlarinda lipid peroksidasyonu olusturarak hasara neden olur.

Viicutta baslica epifiz bezinde sentezlenip salgilanan melatonin, endokrin ve
sirkadyen ritmin dilizenlenmesi ve bagisiklik fonksiyonlarmnin uyarilmasi gibi cesitli
fizyolojik stireglerde 6nemli rol oynar. Ayrica, melatonin iyi bilinen bir antioksidan ve
serbest radikal siiptiriiciidiir.

Resveratrol baslica iiziim kabugu ve ¢ekirdegi olmak iizere, kiraz, yerfistigi, dut gibi
bitkilerde bulunan bir polifenolik bilesiktir. Resveratroliin sitoprotektif, antioksidan ve
antiinflamatuvar etkileri oldugu bilinmektedir. Bunun disinda makrofa; ve adhezyon
molekiillerinin inhibisyonunu sagladigi, endotel hiicrelerinde nitrik oksid tretimini
uyararak kan damarlarinda vasodilator etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Bu calismada toplam 80 adet erkek Wistar albino sican (150-180 g) kullanild.
Siganlar on gruba ayrildi (n=8).

1. grup: Serum fizyolojik (SF), 0.5 ml
grup: Zeytinyagi, 0.5 ml
grup: Zeytinyagi-CCly, 1 ml/kg/ giin (1/1 oraninda),
grup: Zeytinyagi-CCly, 1 ml/kg + Resveratrol 10 mg/kg
grup: Zeytinyagi-CCly, 1 ml/kg + Melatonin 20 mg/kg
grup: Serum fizyolojik (SF), 0.5 ml
grup: Zeytinyagi, 0.5 ml
. grup: Zeytinyag1-CCly, 1 ml/kg (1/1 oraninda),
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. grup: Zeytinyag1-CCly, 1 ml/kg + Resveratrol 10 mg/kg
10. grup: Zeytinyag1-CCly, 1 ml/kg + Melatonin 20 mg/kg
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Ik bes gruptaki (1-5. gruplar) uygulamalar 4 giin, son 5 gruptaki (6-10. gruplar)
uygulamalar 20 giin stireyle giinde bir kez intraperitoneal olarak yapildi. 1-5. gruplardaki
siganlar 5. giin, 6-10. gruplardaki siganlar 20. giin servikal dislokasyonla sakrifiye edilip
intrakardiyak kan alindiktan sonra karacigerden 151k mikroskobik, elektron mikroskobik ve
biyokimyasal incelemeler i¢in doku 6rnekleri alind1.

Akut ve kronik karbontetrakloriir gruplarindaki sicanlarin karaciger kesitlerinde
hepatositlerde belirgin vakuolizasyon, apoptotik cisimcikler, intraselliiller 6dem,
mitokondri ve graniiler endoplazmik retikulum hasar1 saptandi. Ayrica inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, nekroz ve fibrozis goriildii.

Resveratrol ve melatonin gruplarinda karbonterakloriiriin olusturdugu karaciger
hasar1 bulgularinda belirgin azalma oldugu tespit edildi.

Akut ve kronik nonalkolik karaciger yaglanmasi ve hasari lizerine melatonin ve

resveratroliin yararl etkilerinin oldugu diislincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: karaciger, karaciger yaglanmasi, histoloji
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL AND MELATONIN ON

CARBON TETRACHLORIDE INDUCED LIVER DAMAGE

The aim of this study was to investigate the protective effects of resveratrol and
melatonin against carbon tetrachloride (CCly) induced hepatic injury, using biochemical
and histological parameters.

Carbon tetrachloride, a xenobiotic commonly used in the generation of experimental
nonalcoholic fatty liver disease. The principle causes of CCly induced hepatic damage is
lipid peroxidation in cell and organel memranes and decreased activities of antioxidant
enzymes and generation of free radicals.

Melatonin is mainly secreted by the pineal gland, plays an important role in various
physiological processes, including the regulation of circadian and endocrine rhythms,
stimulation of immune functions. Also, melatonin is a well- known antioxidant and free
radical scavenger.

Resveratrol is a polyphenolic compound and found of high concentration in the skin
and seeds of grapes, berries and peanuts. Its well- known cytoprotective, antioxidant and
antiinflammatory effects. On the otherhand, it provides inhibition of kupffer cells and
adhesion molecules. Previously, it was suggested that resveratrol stimulated nitric oxide
production in endothelial cells, has a vasodilatory effect on blood vessels.

In this study total eighty male Wistar albino rats (150- 180 g) were divided ten
groups.

Group 1: Control. 0.9% NaCl, 1ml/kg/day

Group 2: Olive oil. 1ml/kg/day

Group 3: CCly. Iml/kg/day (dissolved in olive oil)
Group 4: Resveratrol. 10mg/ kg/day

Group 5: Melatonin. 20mg/kg/day

Group 6: Control. 0.9% NaCl, 1ml/kg/day

Group 7: Olive oil. 1ml/kg/day

Group 8: CCly. Iml/kg/day (dissolved in olive oil)
Group 9: Resveratrol. 10mg/ kg/day

Group 10: Melatonin. 20mg/kg/day
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First five groups were given for 4 days, last five groups were given for 20 days
intraperitoneally (i.p). The rats in five groups 5th day of experiment, in last five groups
21th day of experimentwere sacrificed. After intracardiac blood was taken,livers were
removed. The liver tissue samples were processed by routine tissue processed for light and
electron microscopic examination.

The liver sections of the acute and cronic CCly groups showed histologic
alterations such as vacuolation, apoptotic badies, intracelluler oedema, mitochondria and
endoplasmic reticulum injury in hepatocities. Furthermore, inflammatory cell infiltration,
necrosis and fibrosis were observed.

The groups treated with melatonin and resveratrol were observed significantly
improvement in histological parameters of liver damage induced by carbon tetrachloride.

As a result, we conclude that melatonin and resveratrol treatments show

beneficial effects on CCL- induced liver steatosis and damage in rats.

Key words: liver, steatosiz, histology
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
CCLy4: Karbontetrakloriir

CCL;: Triklormetil

RES: Resveratrol

MEL: Melatonin

Asetil CoA: Asetil koenzim A

VLDL: Cok diisiik dansiteli lipoprotein
LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein

HDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein

CO;: Karbondioksit

H,O0: Su

RBP: Rodopsin baglayici protein

GER: Graniillii endoplazmik retikulum
AGE R: Agraniiler endoplazmik retikulum
NAFLD: Nonalkolik yagl karaciger hastalig
NASH: Nonalkolik steatohepatitis

I.p. : Intraperitonal

NTF: Notral tamponlu formaldehit
H&E: Hematoksilen — Eosin

PAS: Periyodik asit schiff

Trk: Trikrom boyama

DDSA: Dodecenly Succinic Anhydride
BDMA: Benzyl Dimethylamine

TEM: Transmisyon Elektron Mikroskopi
CAT: Katalaz

H,0;: Hidrojen peroksit

SOD: Superoksit dismutaz

XO: Ksantin oksidaz

0;": Superoksit radikali

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
GSH: Total Glutatyon

TNB: 5-tio-2-nitrobenzoat



MDA: Malondialdehit

HCI: Hidrokloriir

ALT: Alanin aminotransferaz
AST: Aspartat aminotransferaz
SD: Standart sapma

X : Ortalama simgesi

TNF: Timor Nekroz Faktor
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1. GIRIS

Karaciger yaglanmasi, hangi nedenlere bagli olursa olsun lipidlerin karaciger
agirhiginin % 5’ inden fazlasini olusturmasi veya histopatolojik incelemede hepatositlerin
% 5’ inden daha fazlasinda yag vakuollerinin goriilmesi olarak tanimlanir (1- 4). Degisik
sebeplerle yapilan karaciger biyopsilerinde siklikla karsilasilan bu bulgu klinik tablonun
gelisimine gore akut veya kronik karaciger hastaligi formundaki karaciger yaglanmasi
seklinde karsimiza c¢ikar (1). Nonalkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD) alkol dis1
nedenlere bagi olarak meydana gelen klinik ve histopatalojik olarak karaciger
yaglanmalarmi tanimlar (1- 3, 5). Nonalkolik yagl karaciger hastaligi; nonalkolik
steatohepatit (NASH) ve basit steatosizi kapsayan genis histopatolojik spektrumlu bir
olgudur (2, 3, 5- 7). Basit steatosizli karacigerde yaglanma goriilmekte ancak histopatolojik
olarak balonlagsma dejenerasyonu, nekroz, iltihabi infiltrasyon, fibrozis ve siroz
bulunmamaktadir (2- 5). Nonalkolik steatohepatit (NASH), nonalkolik karaciger
yaglanmasi ile birlikte hepatoselliiler hasar, nekroz, inflamasyonun, fibrosizin birlikteligi
nonalkolik steatohepatit olarak isimlendirilir (2, 3, 6). Hastalik spektrumunun diger
unsurlar1 (inflamasyon, fibrosiz, hepatoselliiler hasar vs.) karacigerde farkli mekanizmalar
ile gelisir (1, 2, 8). inflamasyon ve fibrosize neden olan belirleyiciler oksidatif stres,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, TNF-a gibi sitokinlerdir (1- 3).

Nonalkolik yagli karaciger hastali§i hepatositlerde trigliserid birikimi seklinde
olugsmaktadir (1, 3, 8- 10). Histopatolojik olarak mikrovezikiiler/ makrovezikiiler/ mikst
seklinde yaglanma olarak karsimiza ¢ikar (1). Steatoz siklikla biiyiik damlaciklar veya
makrovezikiiler yaglanma olup 3 nolu asinar zona yerlesir (8, 11). Karaciger parenkimi
tamamen hasarlandiginda steatotik hepatositler tiim parenkimde goriilebilir. Makrovezikiil
cekirdegi perifere dogru iter ve hepatositler biiylimiistiir. Bu duruma mikrovezikiiller de
eslik eder (11). Nonalkolik steatohepatit’ de; karacigerde makrovezikiil seklinde belirgin
yaglanma, (9, 10) lobiiler hepatit, fokal nekroz, miks tipi iltihabi infiltrasyon ve fibrozis
patogeneziste karsimiza cikar (1, 2). Nonalkolik yaglh karaciger hastaligi tanisinda en
onemli laboratuar bulgular1 ise transaminaz ytiksekligidir (1- 3, 6). Transaminazlardaki
artis cogu olguda normalin 1- 3 kat1 arasindadir (1). ALT seviyesi ALT /AST seviyesinden
daha yiiksektir (6). Ancak bazi durumlarda AST seviyesi ALT seviyesinden daha yiiksek
olur. Bu durum fibrosizin varligina ve siroza isaret eder (2, 3, 6, 8). Aminotransminaz

seviyesindeki artig steatosiz ve inflamasyonun (steatohepatit) ilerledigini gosterir (1, 6).



Fibrozis, karaciger hasarmin baslangicinda zon- 3 de santral ven cevresinde ve peri
sinuzoidal alanda kollajen depolanmasidir. Progressif hasar sonucunda portal alanda da
fibrozis goriilebilir. Portal- portal ve central- portal kopriilesmeler ve siroz goriilebilir (11).

Karbontetrakloriir (CCly), deneysel olarak karaciger hasar1 olusturulmasinda yaygin
olarak kullanilan ksenobiyotiktir (12- 15). Karbontetrakloriir karbondisiilfiiriin
klorlanmasiyla veya ayni bilesigin kiikiirt monokloriir ile tepkimeye sokulmasiyla elde
edilir (16).

Mitokondriyal monooksijenaz (P450-2E1) sistemi tarafindan metabolize edilir ve
oncelikle stabil olmayan baglangic metaboliti, triklormetil (CCl;) serbest radikali
olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak hizla triklormetil
peroksit (CCl; COO ) formuna doniisiir (12- 14, 17, 18). Daha sonra sekonder olarak lipid
yikict enzimler, lipid hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilar olusur (12, 13). Olusan
bu serbest radikaller hiicre membranindaki fosfolipidlerde bulunan yag asitlerinin
peroksidasyonuna yol acarak hiicre harabiyetine yol acarlar. Sonucgta hem hiicre membran
yapilar1 hem de hiicre i¢i oraganel membran yapilar1 tamamen bozulur (12, 13, 19). Bu
siireci CCly kaynakli karaciger hasarinda potansiyel olan aktive hepatik makrofajlar olan
inflamatuar mediatorlerin serbest kalmasi takip eder (14).

Karbontetrakloriir’ e bagl karaciger hasarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu
oldukc¢a dnemlidir. Ciinkii bu hasara bagl olarak ilerleyen siirecte yaglanma, fibrozis hatta
siroz olusabilir (12, 13).

Polifenoller, antioksidant, antiinflamatuar ve antikanser gibi cesitli biyokimyasal
fonksiyonlara sahiptir (20). Resveratrol baglica lizim kabugu ve ¢ekirdegi olmak iizere,
kiraz, yerfistigi, dut gibi bitkilerde bulunan bir polifenolik bilesiktir (20- 22). Bazi
bitkilerde hasar, stres, UV 1sinlar1 ve mantar enfeksiyonlarina karsi sentezlenir (64, 65, 70,
71, 73). Resveratrol, DNA hasari, lipid peroksidasyonun Onlemesi, serbest oksijen
radikallerini siiptirmesi ile yiiksek antioksidatif etki, antiplatelet aktivite, Ostrojenik
aktivite, siklooksijenaz inhibisyonu gibi antiinflamatuar etkiye sahiptir (20- 22, 24, 26-
29). Bunun disinda Kupfer hiicrelerinin ve adhezyon molekiillerinin inhibisyonunu da
saglar (20, 25). Yapilan caligmalarda endotel hiicrelerinde nitrik oksid iiretimini uyararak
kan damarlarinda vasodilator etkiye sahip oldugu gdosterilmistir (22, 27, 28).

Pineal bezden salinan bir hormon olan melatonin (5- methoxy- N- acetyl- trytamine)

bircok biyolojik etkisinin yani sira hiicre i¢i kalsiyum diizeyini diizenleyebilmesi, gii¢lii bir



radikal siiptiriicii (hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali, peroksil radikali, singlet
oksijen ve peroksinitrit anyonu) ve antioksidan (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon
reduktaz, glikoz- 6- fosfat dehidrogenaz stimiilasyonu), immun sistem uyarmmi, diiz kas
kasilmasinin modulasyonu, mevsimsel iireme, yaslanma karsiti, 24 saatlik ritmin
diizenlenmesi, uyku gibi bircok 6zelliklere sahiptir (30- 38). Bu antioksidan etkisi reaktif
serbest radikallere kars1 direkt koruyucu etkisinden daha ¢ok antioksidatif enzimleri
stimiile etme yeteneginden kaynaklanir (39). Pineal bezin yaninda over, retina ve
gastrointestinal sistem organlarindan sentezlenir (33, 40). Melatonin hem yagda hem de
suda ¢oziilebilir 6zellige sahip oldugu i¢in nukleus dahil hiicrenin her organeline ulasabilir
(32, 35). Hem in vitro hem de in vivo deneyler melatoninin serbest radikal iiretici ajanlar
tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi ve bir takim safrol, lipopolisakkarit (LPS),
CCly iskemi reperflizyon hasarma karsi hiicreleri ve dokular1 korudugunu gostermistir (34,

36, 38, 39).



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, karin boslugunun sag iist tarafinda ve diafragmanin altinda yer alir
(41, 42). Karacigerin biiylik boliimii kaburgalar altinda yerlesiktir ve regio hypochondrica
dextranin tamamini, regio epigastricanin biiylik bir kismini doldurur (41- 43). Diyafragma
ile plevra, akcigerler, perikardium ve kalpten ayrilmistir. Karacigerin st yiizii (facies
diafragmatica) diafragmanin alt yiiziiniin sekline, arka alt ylizii (facies visceralis)
komsulugundaki organlarin sekline uyum gosterir. Arka alt yiizi 6zofagusun pars
abdominalisi, mide, duodenum, fleksura koli dekstra, sag bobrek, glandula suprarenalis
dekstra ve safra kesesi ile temas halinde oldugundan sekli diizensizdir.

Karaciger 25- 30 cm uzunlugunda, sagda 6n-arka yonde 14-16 cm, yiiksekligi 8
cm kadardir. Karacigerin agirligi eriskinlerde viicut agirhiginin %2’ si, cocuklarda ise % 5’

1 kadardir. Erkeklerde 1.4- 1.8 kg, kadinlarda 1.2- 1.4 kg agirhigindadir (41- 43).

2.1.2. Karacigerin Komsuluklar
Onde: Diafragma, sag ve sol arcus costalis, her iki akcigerin basis pulmonis’
leri, processus xiphoideus ve karin 6n duvari ile komsudur (43).
Arkada: Diafragma, sag bobrek, flexura coli dextra, duodenum, safra kesesi,

vena cava inferior, 6zafagus ve fundus gastricus ile komsudur (43).

2.1.3. Makroskobik ozellikleri

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak iizere iki yiizi
vardir.

1 - Facies diaphragmatica: Karacigerin diafragma ile komsuluk yaptigi
yliziidiir (42, 43). Dort boliimde incelentir.

A — Pars superior: Facies diaphragmaticanin iist kismidir. Diafragma ile siki
komsuluk yapar. Diafragma araciligi ile sag tarafta pleura ve akcigerle, sol tarafta da
perikardiyum ve kalp ile komsudur. Kalbin oturdugu yer olmasi ag¢isindan orta kismi ¢ukur
olup impressio cardiaca admi alir. Ust yiiziin biiyiik bliimii periton ile kaplidir. Bu yiiziin
arka kismi peritonsuzdur. Diafragmaya bag dokusu ile baglanir (41- 43).

B - Pars anterior: Facies diaphragmaticanin 6n boliimiidiir. Pars anterior, lig.

falciforme hepatisin tutundugu yer hari¢ her tarafi peritonla kaphdir (42, 43).



C - Pars dextra: Facies diaphragmaticanin periton ile ortiilii sag tarafidir. Bu
boliim 6. — 11. kaburgalar arasindadir. Pars dextra, karaciger biyopsileri i¢in tercih edilen
yer olmasi agisindan 6nemlidir (43).

D - Pars Posterior: Karacigerin diafragma ile temas eden peritonsuz
bolimiidiir. Gevsek bag doku aracili ile diafragmaya baghdir. Pars posteriorun sag
tarafinda v. cava inferiorun yerlestigi sulcus venae cavae denilen oluk bulunur. Bu olugun
iist boliimiinde v. hepaticalarin agildig1 delikler bulunur. Sulcus venae cavaenin 2 -3 cm
solunda fissura ligamenti venosi bulunur. Fissura ligamenti venosi yariginda, embriyonik
bir yapidan ductus venosusun kapanmasi ile olusan lig. venosum bulunur (42, 43).

2 - Fascies Visceralis: Karacigerin karm organlari ile komsu olan konkav alt
yliziidiir. Bu yiiz kolon, sag bobrek, sag bobrek iistii bezi, duodenum ve mide ile
komsudur. Fascies visceralisin ortasinda porta hepatis denilen bir gecit bulunur. Porta
hepatis ile karacigere v. portae hepatis, a. hepatica propria, sempatik ve parasempatik sinir
lifleri igeren sinir ag1 (plexus hepaticus) girer, safra kanallar1 ve lenf damarlar1 ¢ikar (42,
43).

Facies visceralisin porta hepatis, fossa vesica biliaris, sulcus venae cavae,
fissura ligamenti venosi harig¢ her tarafi peritonla kaphdir (41- 43).

Porta hepatis

Porta hepatis 5 cm uzunlugunda, 1,5- 2 cm genisligindedir. Porta hepatise v.
portae hepatis, a. hepatica propria, sempatik ve parasempatik sinir lifleri igeren plexux
hepaticus sinir ag1 girer. Ductus hepaticus dexter ve ductus hepaticus sinister ile lenf

damarlar1 ¢ikar (43).

2.1.4. Karacigerin Kenarlan:

Margo inferior ve margo posterior olmak iizere 2 kenar1 vardir.

1. Margo posterior (arka kenar): Karacigerin facies visceralis ve facies
diaphragmatica arasinda, arka tarafinda olusan kenardir.

2. Margo inferior (alt kenar): Karacigerin facies visceralisi ile facies

diapfragmaticasi arasinda on, kismen de yan tarafta olusan kenaridir (42, 43).



2.1.5. Karaciger Loblan
Karaciger, facies diaphragmaticasinda lig. falciforme hepatis tarafindan lobus
hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olarak ikiye ayrilir. Facies visceralis' de H harfi
seklindeki oluklar karacigeri 4 loba ayirir. Sulcus sagittalis dexterin sag tarafinda kalan
bolime lobus hepatis dexter, fissura sagittalis sinisterin sol tarafinda kalan boliime ise
lobus hepatis sinister denir. Bu iki oluk arasinda ve porta hepatis’in 6niinde kalan kisma

lobus quadratus, arkada kalan kisma ise lobus caudatus denilir (41- 43).

2.1.6. Karaciger Ligamentleri
Karaciger diafragmanin alt yliziine ve karin 6n duvarma 6 bag araciligi ile
tutunur (42, 43). Bunlardan besi (lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig. hepatorenale,
lig. triangulare dextrum ve sinistrum) peritonun olusturdugu baglardir. Birisi ise (lig. teres
hepatis) embriyonik v. umblicalisin kapanmasi ile olusan bagdir. Karaciger ayrica

peritoneal bir yap1 olan omentum minus aracilig1 ile mide ve duadenum' a baglanir (42).

2.1.7. Karacigeri Yerinde Tutan Olusumlar

Icerisindeki kan ile beraber yaklasik 2,5 kg olan karaciger, bu agirligina ragmen
asagidaki kuvvetler sayesinde karm boslugunun sag iist kisminda asili olarak durmaktadir
(43).

1 — Karin boslugunun, 6zellikle de diafragmanin altindaki negatif hava basinci
karacigeri yerinde tutan en 6nemli etkenlerden biridir.

2 — Karacigerin karin i¢ organlar ile komsulugu ve diger organlarin {izerine
oturmast.

3 — Karn ¢evresindeki kaslarin tonusu.

4 — Karacigeri diafragmaya baglayan periton baglar1.

5—Area nuda karacigerin diafragmaya tutunmasini1 ve konumunun korunmasinda
onemli rol oynar.

6 — Karacigerin v.hepaticalar araciligi ile v.cava inferiora tutunmasi, damarlarin

karacigeri yukaridan asmasina neden olur (42, 43).



2.1.8. Karaciger Fissiirleri

Anatomik olarak tanimmlanan dort adet fissiir (Sag Fissiir, Median Fissiir, Sol
Fissiir, Portoumblikal Fissiir) icerisinde sadece portoumblikal fissiir siiperfisial olarak
tanimlanabilmektedir. Diger ti¢ fissiir ise ii¢ adet hepatik ven temel alinarak goreceli olarak
belirlenmistir. Karaciger yiizeyinde bulunan fissiirler ve hepatik pedikiil elemanlarinin
dagilimi karaciger parankiminin segmentlere ayrilarak incelenebilmesine olanak

vermektedir (44).

2.1.9. Arteriyal ve Venoz Dolasim

Karacigere kan akimi % 30 oraninda hepatik arter % 70 oraninda ise portal ven
araciligi ile saglanir. Bu damarlarin tasidigi kanin miktar1 ve niteligi farkhidir. A. hepatica
ile gelen kan oksijen bakimindan zengindir. Portal ven ile gelen kan ise oksijen
bakimimdan fakir, sindirim {iiriinlerinden zengin iceriklidir. Arteriel ve vendz kan akimi
siniizoidlerde toplandiktan sonra santral venlere iletilir. Santral venler daha sonra hepatik

venlere ve bunlar da direkt olarak v.cava inferiora dokiiliirler (42- 44).

2.1.10. Lenf Drenaj1
Karaciger olduk¢a fazla miktarda lenfatik drenaji olan bir organdir. Viicuttaki
toplam lenf iiretiminin %30- 50’ si burada yapilir (44). Karacigerin lenf damarlarimin ¢ogu
porta hepatise gelerek buradaki nodi lymphatici hepaticiye agilirlar. Bunlarin bir kismi da
safra kesesi boynunun etrafindaki nodus cysticus ile foramen bursa omentalis ¢cevresindeki
lenf nodiillerine (nodus foraminalis) agilir (42, 43). Efferent lenf damarlar1 diafragma

yoluyla area nudadan posterior mediastinal lenf nodlarina iletilir (42- 44).

2.1.11. Sinirsel innervasyonu
Karacigerin sempatik sinir lifleri n.splanchniciden, parasempatik sinir lifleri ise
sag ve sol n.vagus ve n. pherenicustan gelir. Bu lifler 6nce plexus coeliacusu olustururlar.
Bunlardan ¢ikan lifler ise a. hepatica propria ve v. portae hepatis ¢evresinde plexus

hepaticusu olustururlar (42, 43).



2.2. Karaciger Embriyolojisi

Karaciger, safra kesesi ve safra kanali sistemi intrauterin donmede 4. haftada 6n
bagirsagin kaudal kismindan endodermal - ventral bir ¢ikint1 olarak gelisir (45- 48). Son
calismalara ait bulgular, hepatik divertikiil ve pankreasin ventral tomurcugunun
embriyonik endoderme ait iki farkl hiicre toplulugundan gelistigini ileri stirmektedir (48).
Hepatik divertikiil, gelismekte olan kalp ve mide arasindaki splanknik mezoderm kitlesi
olan septum transversuma dogru uzanir. Hepatik c¢ikint1 genigler ve ventral
mezogastriumu iki kisma ayirir. Hepatik ¢ikintinin genis olan kraniyal kismi karaciger
primordiyumudur. Epitel kalinlagsmas1 seklinde ¢ogalan endodermal hiicreler, ag seklinde
yayilan hepatosit kordonlarmi ve intrahepatik safra kanallarini doseyen epitel hiicrelerini
olustururlar (45, 47- 49).

Hepatik kordonlar, endotelle doseli bosluklarin etrafinda ag olusturarak hepatik
sinlizoidlerin taslaklarmi meydana getirirler (46, 48). Karacigerin stromal bag dokusu ve
Kupffer hiicreleri, septum transversumdaki mezensimden koken alir (47). Baslangigta
birbirleriyle anastomozlasan hiicre topluluklar1 seklindeki hepatositler, g¢evrelerindeki
mezensim tarafindan poligonal lobiiller seklinde sinirlandirilirlar. Daha sonra lobiillerin
periferinde potal dolasima ait kiiciik damarlar, merkezinde ise v. centralis gelisir (45, 46,
48- 50). Umblikal venden gelen kanm oksijen miktari, karacigerin gelisimini ve
fonksiyonunu belirler (46, 48). Gelisimin erken donemlerinde hepatik kordonlarin
cogalmasi simetriktir, gelisim ilerledik¢e sag lobun biiylimesi hizlanir ve daha fazla biyiir.
Karaciger hizla biiyiiyerek 5. haftadan 10. haftaya kadar iist abdominal kavitenin biiylik
kismin1 doldurur (45, 46, 48). Fetal gelisimin 9. haftasinda karaciger, fetus agirligmm %
10’ unu olusturur (45- 49).

Karaciger intrauterin donemdeki hematopoietik fonksiyonu intrauterin 6. haftada
baslar ve 7. aya kadar artarak devam eder. 7. aydan doguma kadar azalarak da olsa
hematopoietik aktivite siirer. Dogumda karacigerde birka¢g kan adacigi kalmastir.
Karacigerin hematopoetik potansiyeli gizli olarak biitiin yasam siiresince devam eder (49).
Karaciger divertikiiliinlin kiigiik kaudal parcasi1 safra Kkesesini, divertikiiliin sap1 da safra
sistik kanalm olusturur. Baslangigta, ekstrahepatik safra sistemi epitel hiicreleriyle
tikalidir. Daha sonra merkezdeki hiicrelerin dejenerasyonu ile kanalize olur. Hepatik ve
sistik kanallar1 duodenuma baglayan sap, safra kanalini olusturur. Baslangigta

duodenumun On yiiziinde yerlesik olan safra kanali, duodenumun biiylimesi ve
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rotasyonuyla arka yiize tasmir (45- 48). Hepatositlerde safra yapimi intrauterin 12. haftada
baglar ve 13. haftadan itibaren, iiretilen safranin duodenuma bosalmasina bagli olarak
sindirim kanalinin iceriginin rengi koyu yesil renk alir (45, 46, 48, 51).

Karaciger hiicreleri septum transversumun tiimiinii iggal ettiginde, organ karin
boslugunda kaudele dogru biiyiir. Ayn1 anda karacigerle 6n bagirsak ve karacigerle karin
on duvari arasindaki septum transversum mezodermi membrandz hale gelerek sirasiyla,
kiiciik omentumu ve falsiform ligamenti olusturur. Bu iki ligament birlikte 6n bagirsakla
karin 6n duvar1 arasindaki peritoneal baglantiyr olustururlar ve ventral mezogastrium
adiyla bilinirler.

Karaciger ylizeyindeki mezoderm, iist yiizdeki kiiglik bir alan diginda farklanarak
visseral periton haline gelir. Karaciger bu bdlgede septum transversum ile olan temasini
devam ettirir. Septumun bu parcasi, yogun mezensimal bir doku halindedir ve ileride
diyaframin tendinéz parcasini olusturacaktir. Gelecekteki diyaframla temas eden
karacigerin bu ylizeyi peritonla hi¢cbir zaman Ortiillmez ve karacigerin ciplak bolgesi

olarak bilinir (51).
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2.3. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger genel dolagim ile bagirsaklar arasma yerlesmis, viicudun biitiin sistemleri
ile iliskili, ¢cok sayida onemli fonksiyonlar1 olan bir organdir. Bagirsaklardan emilen
maddeler portal ven yolu ile karacigere ulastirilir. Bu maddeler karaciger hiicreleri
tarafindan metabolize edildikten sonra ya karacigerde depolanir ya da gerekli yerlerde
kullanilmak tizere kana verilir (52- 54).

Karacigerin karbonhidratlarin depolanmasi ve metobolizmalarmin kontrolii, safra
yapimi, keton bilesiklerinin yapimi, plazma proteinlerinin sentezi, ¢esitli ilag ve zehirlerin
detoksifikasyonu, iire yapimi, bazi hormonlarin inaktivasyonu, yag metobolizmasi gibi
fonksiyonlar1 vardir. Karaciger ayrica tiim bu fonksiyonlarin birleri ile iliskisini de saglar.
Bu nedenle karacigerdeki herhangi bir patolojik durumunda islevlerinin cogu es zamanl

olarak bozulur (52, 55).

2.3.1. Karacigerin Cesitli Gorevleri

1- Kanin depolanmasi ve filtrasyonu ile ilgili vaskiiler fonksiyonlar

2-Karbonhidratlarin, proteinlerin, yaglarin, hormonlarin ve yabanci kimyasallarin
metabolize edilmesi

3- Safra yapimi1 ve sekresyonu

4- Vitaminlerin ve demirin depo edilmesi

5- Pihtilagsma faktorlerinin yapimidir (52, 53, 56).

2.3.2. Karacigerin Kan Depo Islevi

Karaciger damarlarinda 6nemli miktarda kan depolanabilir. Hepatik venlerdeki ve
hepatik sinuslardaki kan ile birlikte karacigerin normal kan volumii 450 mililitre yani
yaklagik olarak viicuttaki toplam kan hacminin %10’ u kadardwr. Karaciger, kan hacmi
azaldiginda ek kan saglama yetenegi olan ve kan hacmi asir1 sekilde arttiginda ise 6nemli

miktarda kan depolayarak genisleyebilen bir organdir (52).
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2.3.3. Karbonhidrat Metabolizmasi

Sindirim  sisteminde = monosakkaritelere kadar parcalanan karbonhidratlar,
bagirsaklardan emildikten sonra portal sistemle karacigere ulasirlar. Bundan sonra;

- Glikojene ¢evrilerek karacigerde depolanabilir

- Kaslarda glikojene ¢evrilerek depolanabilir

- Yaga dontstiiriilerek adipoz dokuda depolanabilir
- Glukoz halinde kanda dolasabilir

- Hiicrelerde enerji saglamak iizere okside olabilir.

Karacigerde glikojen sentezinde rol alan enzim, glikojen sentatazdir. Karaciger,
ozellikle kanda normal glikoz konsantrasyonunun devami bakimindan Onemlidir.
Karaciger glukozu kana iki sekilde temin edebilir;

- Depolanmis glikojeni glukoza cevirerek (glukogenoliz).

- Aglik durumunda, glikojen deposu tiikkendigi zaman yag ve proteinlerden glukoz
elde ederek (glukoneogenez) (57).

Karacigerde glikojenin glukoza ¢evrilmesinde glikojen fosforilaz enziminin katalizor
rolii vardir, etkili hormon ise pankreastan salgilanan glukagondur. Glukagon, glikojen
sentatazin aktivitesini baskilarken, glikojen fosforilaz enzimini aktive eder. Insulin ise bu

iki hormona antagonistik etki gosterir (52, 57).

2.3.3.1. Glukozun Hiicre i¢ine Tasinmasi
Glikozun hiicre icine alinabilmesi icin tagiyiciya gerek vardir. Hiicre i¢indeki glukoz

konsantrasyon farkina gore isleyen bu mekanizmada glukoz dort adimda igeri almair.

1- Glukoz tastyiciya baglanir

2- Bir konfigirasyon degisikligi ile glukoz tastyicinin i¢ kismina gecger
3- Tastyic1 glukozu sitoplazmaya salar

4- Tastyic1 yine bir konfigiirasyon degisikligi ile disar1 doner.

Sitoplazmaya giren glukoz hemen fosforilasyona ugrar. Bdylece hiicre digina
ctkmas1 onlenir (57).
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2.3.3.2. Glukoz Metabolizmasina Etki Eden Hormonlar

Insiilin: Glukozun plazmadan cekilmesini saglayan en 6nemli hormondur. Insiilin
karacigerde, hepatosit membranindan glukoz tasimmmasmi dolayl olarak etkiler. Glikojen
sentezini hizlandirarak hepatositin sitoplazmasi i¢indeki glukoz konsantrasyonunu azaltir.
Boylece hiicre igine daha ¢ok glikoz girmesini saglar. Insiilinin salgis1 kandaki glukoz
diizeyine baglidir. Kanda glukoz arttig1 zaman endokrin pankreasin B hiicrelerinden insiilin
sentezlenerek kana verilir (57).

Katekolaminler: Glukoz almimini engeller. Epinefrin, glikojenin glukoza
dontismiinii destekler. Ayn1 zamanda insiilin salgisini da inhibe eder.

Kortizol: Glikoneogenezi hizlandirir. Bunu da protein yikimi ile karacigere glukoz
yapmak {lizere amino asit saglayarak gerceklestirir. Glikoneogenetik enzimleri aktive eder.

Somatotrop hormon (Biiyiime hormonu): Glikoz metabolizmasi lizerinde iki tiir
etkisi vardir. Kisa stireli salgilanmasi, insiilin gibi etki gosterir. Uzun siireli salgilanmasi
ise kas ve adipoz dokunun glukoz almasini onler ve bir tiir diabetes mellitus hastaligina

neden olur (57).

2.3.4. Yag Metabolizmasi

Yag metabolizmas1 viicuttaki biitiin hiicrelerde yiirlitilmesine ragmen, bu
metabolizmanin bazi islemleri baslica karacigerde yapilmaktadir.

- Diger viicut islevleri i¢in enerji saglamak iizere yag asitlerinin oksidasyonu

- Biiylik miktarda kolestrol, fosfolipit ve lipoprotein sentezi

- Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi (52, 56, 57).

Karacigerin lipid metabolizmasindaki ilk rolii yaglarm ve yagda c¢o6zlinen
vitaminlerin bagirsaktan emilimine yardimci olan safra tuzlarmi doudenuma salgilamasidir
(58).

Enerji elde etmek tlizere notral yaglar ilk olarak gliserol ve yag asitlerine ayrilir (52,
57). Daha sonra yag asitleri beta oksidasyonla iki karbonlu asetil koklerine ayrilir. Bunlar
da asetil koenzim A (asetil CoA) y1 olustururlar. Asetil koenzim A, sitrik asit dongiisiine
girerek okside olur ve bliylik miktarda enerji saglar. Beta oksidasyon viicuttaki biitiin
hiicrelerde yapilsa da hepatositlerde bu olay daha hizhidir. Karaciger, olusan asetil-CoA’

nin hepsini kullanamaz; bunun yerine, iki molekiil asetil CoA’ nin birlesmesiyle olusan
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asetoasetik asit, ¢ok kolay eriyen bir asittir ve karaciger hiicrelerinden hiicre dis1 sivilara
gecip, biitlin viicuda tasmarak dokular tarafindan absorbe edilir. Dokular da asetoasetik
asidi tekrar asetil-coA ya cevirerek normal yoldan okside ederler. Bu nedenlerle yag
metabolizmasidan biiyiik 6l¢lide karaciger sorumludur (52).

Ug yag asidi ile bir gliserol molekiiliiniin esterlesmesinden olusan trigliseridler
yogun enerji depolaridir. Trigliseridler, suda erimedigi i¢in lipoprotein sistemi tarafindan
kanda emiilsiyon halinde tasmirlar. Lipoprotein partikiilii, kolesterol ve trigliserid iceren
bir yapt ile bunu c¢evreleyen hidrofilik lipoprotein membranindan olusur (58).
Karacigerden salinan trigliseridler, VLDL (¢ok diisiik dansiteli lipoprotein) partikiilleri ile
kaslara tasmarak enerjiye doniistiiriiliirler veya yag depolarinda birikirler. Cok diisiik
dansiteli lipoprotein partikiilleri, trigliseridlerini dokulara verince, hacimleri kiigiiliir,
dansiteleri biraz artarak LDL (diistik dansiteli lipoprotein) haline gecerler. Diisiik dansiteli
lipoproteinler partikiilii % 9 oraninda trigliserid, % 50 oraninda kolesterol icerir. Kisaca
LDL’ nin gorevi karacigerden dokulara kolesterol tagimaktadir (57, 58).

Karacigerde sentezlenen kolestroliin yaklagik % 80’ 1 safra tuzlarina cevrilir, geri
kalani lipoproteinler i¢inde kanla viicudun tiim hiicrelerine taginirlar.

Fosfolipidler de karacigerde ayn1 sekilde sentez edilerek baslica lipoproteinler i¢inde
tagmirlar. Kolestrol ve fosfolipidler hiicrelerde zarlarin, hiicre i¢i yapilarmin olusumunda
ve hiicre iglevleri i¢in 6nemli olan kimyasal maddelerin yapiminda kullanilirlar.

Viicutta karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi biiyiik Olclide karacigerde
gergeklesir. Karacigerde sentezi yapildiktan sonra yag, lipopriteinler igerisinde yag

dokusuna tagmarak depo edilirler (52).

2.3.5. Protein Metabolizmasi
Karacigerin protein metabolizmasi olmaksizin, viicudun birka¢ giinden fazla canli

kalabilmesi miimkiin degildir. Karacigerin protein metabolizmasindaki islevi soyle

stralanabilir:
1- Amino asitlerin deaminasyonu
2- Ure olusumu ile amonyagin viicut sivilarindan uzaklastiriimasi
3- Plazma proteinlerinin olugumu
4- Viicuttaki metabolik olaylar i¢cin 6nemli aminoasitlerin ve 6teki maddelerin

birbirine doniistimleri (52, 56, 57).
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Amino asitleri karbonhidrat ve yag asitlerine g¢evirerek depo edilebilecek enerji
kaynagmi olusturur (58). Amino asitlerin, enerji i¢in kullanilmadan ya da karbonhidrat
veya yaglara ¢evrilmeden once deaminasyonu gerekir. Deaminasyon isleminde, amin
grubunu kaybeden amino asit, karbon- hidrojen- oksijen zincirinden ibaret kalir. Bu basit
molekiil oksidasyon i¢in kullanilabilir ve son iiriin olarak kabondioksit (CO,), su (H,O) ve
enerji elde edilir. Amin grubu ise iki molekiil amonyak bir molekiil CO; ile birlestirilerek,
karacigerde iireye cevrilir. Ure kana verilerek bobreklerden atilir (52, 57).

Karaciger, iire olusumuyla viicut sivilarindan amonyagi uzaklastirir (52, 58).
Karacigerin tire yapimu ile ilgili islevi kayboldugunda plazma amonyak konsantrasyonu
hizla yiikselir ve hepatik koma olusur (52, 57). Bobreklerde ve diger dokularda gerceklesen
ekstrahepatik deaminasyon karacigerdekine kiyasla ¢cok dnemsizdir (52).

Gama globiilinler (antikorlar) disinda biitiin plazma proteinleri, hepatositlerde
sentezlenir (52, 57, 58). Plazma proteinlerinin azalmasi hepatositlerde mitoz boliinmeyi
hizlandirarak karacigerin biiyiimesine yol acar. Bu siwrada kanda plazma proteinlerinin

konsantrasyonu normale ulagincaya kadar proteinler hizla karacigerden kana verilir (52).

2.3.6. Karacigerin Diger Metabolik Islevleri

2.3.6.1. Vitaminlerin Depo Edilmesi

Karacigerin vitaminleri depo etme islevi vardir (52, 58, 59).

A vitamini (retinol), karaciger A vitamininin alinmasi, depolanmasi ve dolasan
diizeylerinin korunmasinda rol alir. A vitamini eksikligini on ay gibi uzun bir siire
onlemeye yetecek kadar A vitamini depo edilebilir (57, 59). Kandaki A vitamin diizeyi
distliigli zaman karaciger, Ito hiicrelerinde bulunan depo alanlarindan A vitaminini
harekete gecirir ve A vitamini retinol baglayici proteine (RBP) bagl bir sekilde dolagima
salinir. Karaciger ayn1 zamanda RBP sentez eder. Retinol baglayici protein sentezi, plazma
A vitamini diizeyleri ile diizenlenir (59).

D vitamini, karaciger D vitamini metabolizmasinda ve depolanmasinda 6nemli rol
oynar. Kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda énemli bir vitamin olan D vitamini diyetteki
D3 vitamininden olusturulur. D vitamini eksikligini {ic — dort ay onleyecek kadar, B12
vitamini ise en az bir yil eksikligi oOnleyecek kadar depo edilebilir (52, 57).

nnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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2.3.6.2. Karacigerin Demiri Ferritin Seklinde Depolamasi

Viicutta kandaki hemoglobinde bulunan demir diginda, demirin en biiyiikk bolimii
karacigerde ferritin seklinde depo edilir (52, 59). Karaciger hiicrelerinde, demirle
birlesebilen bir protein olan apoferritin bol miktarda bulunur. Bdylece viicut sivilarinda
demir miktar1 arttif1 zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve gerektiginde
kullanilmak {izere hepatositlerde saklanir. Dolasimdaki viicut sivilarinda demir diizeyi
diistiiglinde ferritin demiri serbestlenir. Boylece karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi

bir demir deposu gorevi yapar (52).

2.3.7. Kan Pihtilasmasi

Kanin pihtilagsmasi i¢in gerekli maddeler fibrinojen, protrombin, akselerator globiilin,
faktor VII, IX, X gibi birgok dnemli kan pihtilagsma faktorleri karacigerde sentezlenir (52,
57, 58).

2.3.8. lQlaclarin, Hormonlarin ve Diger Maddelerin Karaciger Tarafindan
Uzaklastiriimasi

Hepatositler, ilaglarin, toksinlerin ve viicuda yabanci diger proteinlerin
(ksenobiyotikler vb.) indirgenmesi ve zararsiz hale getirilmesini gerceklestirirler. Ilaclarmn
ve toksinlerin ¢cogu hidrofilik degildir. Bu nedenle, bobrekler tarafindan dolasimdan etkin
bir sekilde uzaklastirilamayabilirler. Karaciger, bu maddeleri suda daha ¢oziilebilir hale
dontistiiriir. Bu yol hepatositler tarafindan iki fazda gergeklestirilir (59).

Faz 1 (oksidasyon); hepatositlerin agraniiler endoplazmik retikulumu ve
mitokondriyonlarinda yabanci bilesiklerin hidroksilasyonu (OH grubu eklenmesi) ve
karboksilasyonu (COOH grubu eklenmesi) islemidir (56, 59).

Faz II (konjugasyon); Glukoronik asitin, glisin ve taurinle konjugasyonu gergeklesir.
Bu yol, faz I iiriinlerini suda daha eriyebilir hale getirerek bobrekler tarafindan atilmasina

yardimei olur (56, 59).
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Karacigerdeki aktif kimyasal ortamin sulfonamid, penisilin, ampisilin ve eritromisin
gibi cesitli ilaclar1 zehirsizlestirerek safra ile viicuttan uzaklastirdigi 1yi bilinmektedir. Ayni
sekilde i¢ salgi bezlerinden salgilanan Ostrojen, kortizol, aldosteron gibi tiim steroid
hormonlar ve tiroksin de karaciger tarafindan ya kimyasal olarak degistirilir ya da atilir.

Viicuttan atilan kalsiyum da karacigerden safraya salgilanarak uzaklastirilir (52).

2.4. Karaciger Histolojisi

Karaciger genel dolasim ile bagirsaklar arasina yerlesmis, ekzokrin ve endokrin
fonsiyonlar1 olan bir organdir. Safra salgisini duodenuma bosalttig1 i¢in ekzokrin,
sentezledigi diger maddeleri dogrudan kana verdigi i¢in endokrin sekresyon yapan bir
organdir. (54, 60- 62). Yetigkinlerdeki karaciger dokusunun yaklasik % 80’ 1 1smsal
kordonlar seklinde diizenlenmis hepatositlerden olusan parankim yapisindadir. Geriye
kalan % 20’ lik kisim ise, organi distan saran Glisson Kapsiilii ve parankimayi
destekleyen stromadir (61).

Karaciger distan bag dokusu bir kapsiil (Glisson kapsiilii) ile sarilmistir. Kapsiilii,
peritona bakan yiiziinde mezotel orter. Glisson kapsiilii 70-100 pm kalinliginda, elastik ve
kollajen fibriller igeren bag dokusu yapisindadir. Glisson kapsiilii hilus bolgesinde
kalinlasir ve bu bdlgeden organ icine dogru septalar olusturarak karaciger parankimasini
poligonal sekilli lobiillere ayirir. Karacigerin lobiiler yapisint sekillendiren bag dokusu
septalar igerisinde damarlar, safra kanallar1 ve sinirler seyreder. Interlobiiler bag dokusu,
lobiillerin koselerinde kalinlagarak iicgen sekilli bag dokusu alanlar1 (potal triad, Glisson
iicgeni) olusturur (54, 60, 61, 63- 65).

Karacigerin fonksiyonel ve yapisal birimleri karaciger lobiilleridir (60, 61, 63- 65).
Fonksiyonel olarak {i¢ farkl karaciger lobiilii tanimlanmistir.

Klasik Karaciger Lobiilii; Ortasinda santral ven bulunan, periferde portal alanlarla
siirl poligonal sekilli yapilardir. Santral venden baglayarak perifere dogru 1snsal tarzda
birbirleri ile anastomozlasarak ilerleyen hepatosit kordonlarimi ve kordonlar arasinda
sinuzoid kapilleri icerir. Lobiillerin koselerinde yer alan portal alanlar (portal triad —
Glisson tiggeni), portal venin ve hepatik arterin birer dalini, safra kanalini, lenf damarlarini
ve sinirleri igeren bag dokusu alanlaridir. Triadlar, ayni zamanda komsu lobiillerin

bulugma noktalarim belirler (60- 67).
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Klasik karaciger lobiiliiniin periferindeki son sira hepatositler ile perilobiiler bag
dokusu arasinda kalan mikroskobik mesafeye Mall Mesafesi denir. Mall mesafesi
karacigerde lenfin kaynaklandig1 alandir (60, 62, 64, 68). Her bir klasik karaciger lobiili,
portal alanlarin bag dokusunun devami olan ince bir bag dokusu ile simirlanmistir. Ancak
insan karacigerinde bu bag dokusu ¢ok ince seyrettigi i¢cin lobiillerin smirlarini segmek
zordur (60- 65, 69). Portal Lobiil; Koselerinde santral venlerin, merkezinde bir portal
triadin yer aldig1 ticgen sekilli alanlardir. Portal lobiil tanimlamas1 karacigerin ekzokrin
fonksiyonunu olan safra sekresyonunu vurgulamak i¢cin uygundur (60, 62, 68, 70).
Karaciger asiniisii; kisa ekseni iki portal alan arasinda, uzun ekseni iki santral ven
arasinda uzanan elips seklindeki karaciger parankima alandir (60, 61, 68). Karaciger
parankiminin kanlanmasi ile baglantili olarak tanimlanan bu yap1 metabolik ve patolojik
degisikliklerin ac¢iklanmasi i¢cin uygundur (61, 64, 65, 68). Asiniisiin kisa eksenine en yakin
boliim 1. zon, en uzak bdliim 3. zon olarak bilinir. Ikinci zon karaciger asiniisiiniin santral
bolgesidir. Hepatositlerin yerlesim zonlar1 beslenmelerini, zararli etkenlere maruz kalma
derecelerini, dejenerasyon ve rejenerasyon oranlarmi yakindan etkiler (60- 62, 68, 70).
Birinci zondaki hepatositler, besin maddeleri ve oksijenden zengin kani ilk alan ve toksik
maddelere de ilk olarak maruz kalan hiicrelerdir. Birinci zondaki hepatositler glikojen ve
plazma proteini iiretiminin en fazla oldugu hiicrelerdir (60- 62, 64, 65, 68). Ayrica en 6nce
rejenere olan ve en son dlen hiicreler bu zonda bulunur. Safra kanali tikanikliklarindan ilk
olarak etkilenip morfolojik degisikliklere ugrayan hiicreler de bu bdlgedeki hiicrelerdir (60,
68). Ugiincii zondaki hepatositler oksijen ve besin maddelerinden daha fakir kan ile
beslenirler ve iskemiden ilk etkilenen hiicrelerdir. Bu zondaki hepatositlerde yag birikimi
de erken ortaya ¢ikar. Toksik maddelerden ve safra kanal tikanikliklarindan en son
etkilenen hepatositler bu zondadir (60- 62, 68). Karaciger asiniisiiniin zonlar1 arasinda
hepatositlerin organel, enzim aktivitesi ve glikojen biriktirme kapasiteleri yoniinden

farkliliklar vardir (60).

2.4.1. Hepatositlerin ince Yapisi
Hepatositler ¢ok yiiksek metabolizma hizina sahip aktif bir biyokimyasal hiicre
havuzu olustururlar. Burada ¢esitli metabolik sistemler, substrat ve enerjilerini paylasirlar.

Viicudun diger bolgelerine tasinacak birgcok madde sentez edilir ve islenir (52).
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Karacigerin parankimal hiicreleri olan hepatositler santral venden perifere dogru
1smsal hiicre kordonlar1 seklinde dizilmis, poligonal sekilli, 20-30 pm capinda, 6kromatik
niikleuslu hiicrelerdir (60, 62, 68). Hiicrelerin birbirine bakan yiizlerinde safra kanalikiiller1
yer alir. Hepatositlerin diger yiizleri sinuzoid kan kapillerine doniiktiir. Sitoplazmalari
asidofil boyanan bu hiicrelerde merkezi yerlesimli, yuvarlak, 6kromatik bir ya da iki adet
nukleus bulunur. Hepatositlerin yaklasik %20’ si ¢ift nukleusludur. Nukleus i¢inde belirgin

bir ya da iki nukleolus izlenir (60, 61, 68).

Hepatositler aktif sentez ve sekresyon yapan, dolayisi ile organelden zengin
hiicrelerdir (60). Graniillii endoplazmik retikulumu (GER) olduk¢a gelismistir ve bazofilik
graniiller seklinde boyanirlar (63- 65). Hepatositler sentezledikleri proteinleri genellikle
salgi graniilleri seklinde depo etmez, siirekli olarak kan dolasimina verir. Ayrica
hepatositler bol miktarda serbest ribozoma sahiptirler (63, 70).

Hepatositler yiiksek diizeyde enerji gereksinimlerini karsilamak i¢in c¢ok sayida
mitokondriyon igerirler. Her bir hepatositte yaklasik 800 - 2000 adet mitokondriyon
bulunur (62, 63, 68).

Hepatositlerde, Agraniiler endoplazmik retikulum (AGER), kolesterol ve lipid
sentezinden sorumlu enzimler ile toksik {irtinlerin, ilaglarn yikimi ve konjugasyonu i¢in
gerekli enzimleri igerir. (60, 62- 65, 68, 70, 71). Toksik ajanlara maruz kalindiginda, alkol,
ila¢ kullanimi sonrasinda hepatositlerde AGER genisler ve miktari artar (60, 62, 63, 68).

Hepatosit sitoplazmasinada bol miktarda glikojen graniilleri bulunur. Glikojen
elektron mikroskobunda, genellikle sitosolde AGER yakininda toplanmis, rozet formunda
graniiller seklinde goriiliir (62, 63). Karacigerde bulunan glikojenin miktar1 glinliik ritme
ve kisinin beslenme durumuna gore degisir. Hepatositler, viicut tarafindan kullanilan
enerjinin ana kaynaklarindan biri olan kan glikozunu sabit bir diizeyde tutar (54, 63).

Hepatosit sitoplazmasinda sayilar1 50° ye varan golgi apparatusu bulunabilir (63, 68).
Golgi apparatusu salgilanan proteinlerin glikolizasyonuna ve lizozomal enzimlerin
cesitlenme iglemlerine katilir (64, 65). Lizozomlarm olusturulmast ve plazma
proteinlerinin (albumin, kompleman sisteminin proteinleri), glikoproteinlerin (transferin)
ve lipoproteinlerinin salgilanmasinda gérev yaparlar (63, 70). Bu organelin 6zellikle safra
kanalikiillerine yakin yerlesmesi safra sekresyonunda rolii oldugunu isaret etmektedir (60,

62, 68). Yer yer graniiler ve AGER liimeninde goriilen graniillere benzer yogun graniiller
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golgi keselerinde de goriilmektedir. Bunlarin ¢ok diistik dansiteli lipoproteinler (VLDL) ve
diger lipid prekiirsorleri oldugu diistiniilmektedir. Cok diisiik dansiteli lipoproteinlerin
yapim yeri baslica karacigerdir ancak az miktarda ince barsakta da sentezlenir. Cok diisiik
dansiteli lipoproteinler, trigliseridleri karacigerden diger organlara tasir. Diislik dansiteli
lipoproteinler (LDL) ve yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) ise baslica plazmada yapilir,
az miktarda karacigerde de sentez s6z konusudur. Diisiik dansiteli lipoproteinler kolesterol
esterlerini karacigerden diger organlara tasirlar. Yiiksek dansiteli lipoproteinler ise aksine
kolesterolu periferik organlardan karacigere tasirlar (60, 68).

Hepatosit sitoplazmasinda siklikla goriilen diger bir organel olan peroksizomlar,
daha Onceden var olan peroksizomlardan tomurcuklanarak olusurlar. Peroksizomlar,
peroksizomal matriks proteinlerini igerirler. Morfolojik ve fonksiyonel olarak
mitokondriyonlara benzerlik gosterirler (64, 65). Mitokondriyonlar gibi oksijen kullanan
organellerdir. Oksijen kulllanimi1 oksidazlar araciligi ile serbest radikal olusumuna yol
actigindan dolay1 bu zararli son iiriinlerin de ortadan kaldirilmasi zorunludur. Oksijen son
derece toksik bir {iriin olan hidrojen peroksite yikilir (60, 68). Peroksizomlar da hidrojen
peroksiti su ve oksijene yikan katalaz enzimi igerirler (60, 63- 65, 68). Insanlarda ayrica D-
amino asit oksidaz ve alkol dehidrogenaz enzimleri bulunur. Peroksizomlar yag asitlerinin
B oksidasyonu, glukoneogenezde de gorev alir. Ayrica kolesterol, safra asitleri ve myelin
yapiminda kullanilan bazi lipitlerin sentezine katilmaktadir (60, 63, 68).

Lizozomlar golgi komplekslerinde yapililar ve genellikle safra kanalikiillerine yakin
yerlesimli olarak bulunurlar. Lizozomlar ayrica hiicre i¢i organellerin yikimi ve doniistimii
icin gereklidir (63). Hepatositlerdeki lizozomlar, ferritinin yikim iiriinii olan ve eriyebilir
ferritin ile erimeyen hemosiderin seklinde bulunan demiri depolarlar (45). Sitoplazmik
lizozom igerigi hiicre hasar1 ve bazi hastaliklarda artig gosterir (60, 68).

Hepatositlerin birbirine komsu yiizlerinde yer alan interselliiler mesafe safra
kanakiillerini olusturur (60- 63, 66). Safra kanalikiilleri, karsilikli plazma membranlarmin
periferden siki baglanti komplekleri ile birbirine baglanmasi ile olusan, hiicreler arasi
kiiciik kanalciklar olup 151k mikroskobik diizeyde izlenemeyen interselliiler alanlardir (60-
65). Bu bolgede hepatositler arasinda zonula okludens, zonula adherens ve desmozomalar
bulunur (60). Hepatosit yiizeyinden kanalikiil limenine dogru mikrovilluslar uzanir (60,
62, 63). Mikrovilluslar ATPaz gibi enzimleri tagiyan membran alanini artirirlar (60). Safra

kanalikiilleri, lobiil i¢inde anastomozlar yapar ve lobiiliin periferinde Herring kanallari ile
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devam eder. Safranin akim yonii, kan akimim tersine, lobiiliin merkezinden perifere
dogrudur (60- 65). Herring kanallari, apikal yiizlerinde mikrovilluslar iceren tek katl kiibik
epitelle doselidir. Epitel hiicreleri arasinda sik1 baglant1 kompleksleri mevcuttur (60, 62).
Herring kanaliin epitel hiicreleri rejenerasyonda gorev alan kok hiicre 6zelliginde olabilir
(60). Safra, intralobiiler Herring kanalin1 takiben portal alanlarda yer alan interlobiiler safra
kanallarma akitilir (60, 61, 63- 66). Portal alanlardaki safra kanallar1 baslangicta tek katli
kiibik epitel ile doselidir. Kanalin ¢ap1 arttikca epiteli tek kath prizmatik epitele doniisiir ve
bag dokusu kilifi belirginlesir (60, 61, 63). Safra kanali epitel hiicreleri de safra
kanalikiilleri ve Herring kanalinda oldugu gibi apikal yiizlerinde mikrovilluslara sahiptir
(60). Bu kanallar birlesip genisleyerek sag ve sol hepatik kanallan olustururlar (62, 63).
Sag ve sol hepatik safra kanalinin birlesmesi ile olusan duktus hepatikus, duktus sistikus ve
duktus koledokus ekstrahepatik safra yollarini olusturur (54, 60, 64, 65).

Hepatosit kordonlar1 arasinda izlenen sinuzoidler 9-15 pm capinda, diizensiz
limenli kapillerlerdir (60, 61, 63, 67). Sinuzoidler portal alanda seyreden intralobiiler
damarlardan kanlanirlar. Bagirsaktan ve dalaktan gelen portal vendz kan ve aortadan gelen
arteriyel kan sinuzoidlerde karisir (60, 64, 65, 67). Kan akimi periferden santral vene
dogrudur. Klasik karaciger lobuliiniin merkezinde bulunan santral ven sublobiiler venlere
acilir. Bu damarlar daha sonra birleserek hepatik veni olustururlar, venéz doniis nihai
olarak vena kava inferiora olur (60, 62, 66, 68). Santral ven ¢ok ince duvarli bir damardir.
Endotel altinda ince bir bag dokusu yer alir (60, 68). Pencereli kapiller 6zelligi gosteren
sinuzoidleri déseyen endotel hiicreleri aralikli olarak yerlesmislerdir (60- 63, 66, 68).
Bunun disinda endotel hiicrelerinde de tamamen acik pencereler bulunur. Endotel altinda
yer alan bazal lamina da yer yer kesintili seyreder. Boylece kan ile hepatositler arasinda
madde degisimi miimkiin olur (60, 62, 68). Sinuzoid duvarinin hiicreleri ile hepatositlerin
sinuzoide bakan mikrovilluslu ylizeyi arasinda Disse mesafesi (perisinuzoidal mesafe)
denilen bir aralik bulunur. Bu alanlar kan plazmasi ile hepatositler arasinda madde
degisiminin yapildig: alanlardir (60, 62, 63, 66, 68, 69). Disse araligi tip I, 111, IV kollajen
lifleri icerir (62, 64, 65). Karacigerin lenf sivis1 disse araligindan kdken alir ve portal
alanlardaki kii¢iik lenf damarlarina bosalir. Bu alanda kan plazmasi serbestce hareket eder.
Hepatositlerin disse mesafesine bakan ylizlerindeki mikrovilluslarin varligt membran
ylizey alanmi artirmaya yoneliktir (60- 62, 68). Kan plazmasi endotel duvarindan kolayca

gecer ve hepatosit yiizeyi ile temas eder. Bu gecis sadece cok sayida biiyiik molekiiliin
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(lipoprotein, albumin, fibrinojen) hepatositler tarafindan kana verilmesi nedeniyle degil,
aynt zamanda bu makromolekiillerin hepatositlerce alnip ¢6ziinmesi nedeniyle de
fizyolojik 6nem tasir (62, 63).

Sinuzoid duvarinda endotel hiicrelerinden baska Kupffer hiicreleri ve Ito hiicreleri
bulunur (60, 62, 63, 68, 69). Kupffer hiicreleri mononiikleer fagosit sistemine ait
makrofajlardir. Bu hiicrelerin gelisimi kemik iliginde siras1 ile promonosit, monoblast ve
monosit farklilagsmasi ile baslar. Monositler karacigere yerleserek Kupffer hiicrelerine
dontstirler (60). Uzantil1 yildiz sekilli bu hiicrelerin govdelerinin biiyiik boliimii sinuzoid
liimeninde bulunur (60, 63, 68). Sitoplazmik uzantilar1 ile sinuzoid duvarina tutunurlar (60,
68). Bu hiicreler kalin bagirsaktan portal kana gecen bakterileri, hasarlanmis eritrositlerden
kaynaklanan sitoplazmik parcalar1 ve demiri fagosite ederler (60- 63, 68, 70, 71).
Lizozomlar yoniinden zengin olan bu hiicrelerin ¢ok sayida yalanci ayaklar seklinde
sitoplazmik ¢ikintilari, endositik vezikiilleri vardir. Ferritin, hemosiderin graniilleri
seklinde Kupffer hiicrelerinin sitoplazmasinda depolanabilir (60- 63, 68). Kuppfer
hiicreleri karaciger hiicre toplulugunun yaklasik %15’ ini olusturur (63).

Perisiniizoidal alanda yerlesen bir baska hiicre tipi Ito hiicresi (liposit, yag
depolayan hiicre, stalleta hiicre) olarak isimlendirilen hiicrelerdir (60- 65, 68, 70).
Mezenkimal orjinli olan bu hiicreler, icerdikleri sitoplazmik lipid damlalarinda retinil
esterleri seklinde A vitamini depolarlar (60, 64, 65, 68, 70, 71). Bu hiicrelerden retinol
olarak salmman A vitamini proteinlere baglanarak retinaya ulasir. Burada igerdigi 11- cis
retinal opsin proteini ile baglanarak rodopsini olusturur. Rodopsin gérmeyi saglayan bir
retina pigmentidir (60, 68). Bu hiicrelerin ekstraselliller matriks proteinlerini ve
proteoglikanlari, biiylime faktorleri ve sitokinleri salgilayabildikleri, cesitli diizenleyici
maddelere (prostoglandin, tromboksan A2) yanit olarak sinuzoid limen g¢apmin
diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (60- 65, 68). Normal sartlarda karaciger
hiicrelerinin yaklasik % 5- 8’ ini olusturan bu hiicrelerin lipid depolamalarinin yani sira
lipid yapisindaki antijenleri NK hiicrelere sunarak onlarin proliferasyonunu stimiile eden
antijen sunan hiicreler olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (60, 62). Karaciger hasarm takiben
Ito hiicreler1 aktive olur, sitoplazmalarinda lipid miktar1 azalir. Ito hiicrelerinde
proliferasyon, kontraktilite ve kemotaksis goriiliir. Igerdikleri desmin ve o aktin sayesinde
kasilarak sinuzoidin vaskiiler rezistansini artirirlar. Bu durum portal hipertansiyonla

sonuglanir (60, 68). Ito hiicreleri kronik inflamasyon veya sirozda miyofibroblastlara
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dontiserek tip I, I ve III kollajen sentezlerler (60- 65, 68, 70). Ito hiicreleri
miyofibroblastlara benzemekle birlikte reelin icermeleri ile miyofibroblastlardan ayrilirlar.
Reelin ekspresyonu karaciger hasarmi takiben artar. Parankima yerine bag dokusunun
yapimi fonksiyonel olan bir dokunun yerini fonksiyonel olmayan bir dokunun almasi
anlamina gelir (60, 68). Bu durum sirozun en 6nemli histopatolojik 6zelligidir (60, 64, 65,

68).

2.5. Karaciger Rejenerasyonu

Hepatositler yaklasik 150 giinliik yasam yasam siiresine sahiptirler ve normalde
mitoz seyrek olarak goriiliir. Hepatotoksik ajanlara maruz kalindiginda veya hepatektomi
sonrasinda heptositlerde proliferasyon artar (62). Kismi hepatektomiden sonra sadece
hepatositlerde degil, safra kanali epitel hiicrelerinde (oval hiicreler = kolonjiyol ve hering
kanalinda bulunur) ve endotel hiicrelerinde de proliferasyon gorilir (60, 62). Hiicre
proliferasyonu periportal alandan baslar, lobiiliin merkezine dogru ilerler. Prolifere olan
hiicreler oncelikle gruplar olustururlar, daha sonra hiicre dizileri seklinde yeniden
diizenlenirler. Cogalmakta olan hepatositler kismen fetal fenotiplerinin 6zelliklerine geri
donerler, alfa- fetoprotein tasirlar. Hiicreler rejenere olurken normal metabolik
faaliyetlerini silirdiirmeye devam ederler. Karaciger rejenerasyonu bir takim mitojenik
faktorlerin ve biiylime faktorlerinin stimiile edici etkisi ile gerceklesir. Bunlardan bazilari
hepatosit growth faktor, TNF- a, interlokin- 6, epidermal growth faktor, transforming
growth factor-a, transforming growth factor- B, norepinefrin ve insiilindir (60, 62). Eriskin
memelilerde normal sartlarda hepatositler hiicre siklusunun Gy sathasindadirlar.
Karacigerin kismi olarak ¢ikarilmasi veya harap olmasi hepatositlerin bu sathadan ¢ikarak
mitozun ilerleyen safhalarina girmesine neden olur, boylece proliferasyon gerceklesir.
Farelerde kismi hepatektomiden sonra DNA replikasyonunun 20- 24 saat i¢inde basladigi

ve 48 saat sonra hepatositlerin gogunun S sathasinda bulundugu gosterilmistir (60).
Hepatositler toksik maddelerden ve iskemiden kolaylikla etkilenirler. Hiicreye zarar
veren ajanlarin en Onemli hedeflerinden biri membran sistemi oldugundan dolay1
membrandan zengin endoplazma retikulumu, mitokondriyon gibi organeller ¢abuk zarar

gortir. Endoplazma retikulumu dilatasyonu, mitokondriyonlarda 6dem, krista kaybi, myelin
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figiir olusumu en sik rastlanan organel degisiklikleridir. Hepatositler etkene ve etkenin

dozuna bagli olarak apopitoz veya nekrozla oliirler (68).

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 80 adet, eriskin, 150-180 g agwrlhiginda Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Siganlar havalandirmasi olan, 22 + 2 °C’ lik 1s1 ve mevsimsel giin
15181 ritmindeki aydmlatmali odalardaki 6zel kafeslerde dortli gruplar seklinde konuldu.
Biitiin sicanlar standart pelet sican yemi ve ¢gesme suyu ile beslendi.

Sicanlar 10 gruba (n=8) ayrildi ve tartilarak deney baslangicindaki agirliklari
kaydedildi.

3.1. Deney Gruplan

1. grup: % 0,9 NaCl 1 ml/kg/giin

2. grup: Zeytinyagi 1 ml/kg/gilin

3. grup: CCL, 1 ml/kg/giin

4. grup: Resveratrol 10 mg/kg/giin

5. grup: Melatonin 20 mg/kg/giin

Ik bes gruptaki (grup 1-5) uygulamalar 4 giin siireyle ve intraperitonal (i.p.) yolla
yapild1.

6. grup: % 0,9 NaCl 1 ml/kg/giin

7. grup: Zeytinyag1 1 ml/kg/giin

8. grup: CCly, 1 ml/kg/giin

9. grup: Resveratrol 10 mg/kg/gilin

10. grup: Melatonin 20 mg/kg/giin

Son bes gruptaki (grup 6-10) uygulamalar 20 giin siireyle ve 1.p. yolla yapild1.

Calismanin 5. giiniinde ilk bes gruptaki sigcanlar, 21. giiniinde ise son bes gruptaki
siganlar tartilip agirhiklar1 kaydedildikten sonra servikal dislokasyonla sakrifiye edildi.

Daha sonra si¢anlarin karm ve gogiis bosluklar1 agilarak, intrakardiyak kan ve karaciger
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doku ornekleri alindi. Alinan karaciger doku 6rnekleri 151k mikroskobik incelemeler i¢in %
10’ luk noétral tamponlu formaldehit (NTF) ve Carnoy tespit soliisyonlarina, elektron
mikroskobik incelemeler icin % 2,5 gluteraldehit soliisyonuna konuldu. Biyokimyasal
incelemeler igin alinan karaciger doku ornekleri -80 ° C de donduruldu. Kan ornekleri

santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.

Fiksatifler:

Formaldehit soliisyonu (Fosfat tamponlu %10’ luk)
Formaldehit................................7Tml
Fosfat tamponu............................93 ml

Carnoy Soliisyonu

Etanol (absolii)..............coooenitt. 60 ml
Kloroform......ccooeeeiieieiiiii .. 30 ml
Glacial asetik asit........ccooveeeeeeen... 10 ml

3.2. Isik Mikroskobik Teknik

Formaldehit ile tespit edilen karaciger doku 6rnekleri 48 saatlik tespit siiresi sonunda
cesme suyunda yikandiktan sonra Shandon Citadel 1000 otomatik doku takip cihazinda
asagidaki doku takip basamaklarindan gegirildi.

1- %70 alkol................. 1 saat
2- %80 alkol................. 1 saat
3- %096 alkol................ 1 saat
4- %96 alkol................ 1 saat
5- %96 alkol................ 1 saat
6- Absolii alkol.............. 1 saat
7- Absolii alkol.............. 1 saat
8- Absolii alkol.............. 1 saat
9- Ksilen...........c..ooals 1 saat
10- Ksilen................... I saat
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12- ParafinIT .................. 2 saat

Carnoy fiksatifi ile +4 °C de 6 saat siireyle tespit edilen karaciger doku Orneklerine,
doku takibinin 7. basamagindaki absolii alkolden itibaren doku takip islemi uygulandi.
Doku takip islemleri tamamlanan karaciger doku ornekleri parafin bloklara gomiildii.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm kalinlhiginda kesitler alindi.
Hazirlanan kesitlere Hematoksilen-eosin (H&E), Trikrom ve Periodic acid-Schiff (PAS)
boyama yontemleri uygulandi. Boyanan karaciger kesitleri Leica DFC 280 151k
mikroskobu ve Leica Q Win goriintii analiz sisteminde (Leica Microsystems Imaging

Solutions, Cambridge, UK) incelenerek, yaglanma ve hasar dereceleri skorlandu.

MAYERS’ in HEMATOXYLEN- EOZIN METODU:

Doku 6rneklerinden kesitler alindiktan sonra kesitler 1 saat 60 ° C etiivde bekletilerek
parafinin erimesi saglandiktan sonra asagidaki siralandig1 sekilde H&E boyamasi
uygulandu.

1- Ksilen 5 dakika x 3 defa

2- %380 alkol 3 dakika

3- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

4- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa

5- Distile suda yikama 5 dakika

6- Mayer’s Hematoxylen 5 dakika

7- Cesme suyu 25 dakika

8- Eosin 2 dakika

9- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

10- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa

11- Ksilen 5 dakika x 3 defa

Bu islemler uygulandiktan sonra lamlarin {izerine entellan damlatilarak lamel ile

kapatildi.

MASSON’ S TRICHROME BOYA METODU
Doku orneklerinden kesitler alindiktan sonra kesitler 1 saat etiivde bekletildi ve
dokunun cevresindeki parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagidaki

boya metodu uygulandi.
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1- Ksilen 5 dakika x 3 defa

2- %380 alkol 3 dakika

3- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

4- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa

5- Distile suda yikama 5 dakika

6- Demirli Hematoksilen 10 dakika

7- Cesme suyunda yikama 5 dakika

8- Biebrich scarlet — asit fuksin 15 dakika

9- Distile suda yikama

10- Fosfomolibdik asit — fosfotungustik asit soliisyonu 15 dakika
11- Light green 1 dakika

12- Distile suda yikama

13- Fosfotungustik asit 15 dakika

14- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

15- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa

16- Ksilen 5 dakika x 3 defa

Bu islemler uygulandiktan sonra lamlarin {lizerine entellan damlatilarak lamel ile

kapatilmistir.

PERIYODIK ASIT- SCHIiFF (PAS) BOYA METODU

Doku orneklerinden kesitler alindiktan sonra kesitler 1 saat etiivde bekletilerek
parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagidaki boya metodu
uygulandu.

PERYODIK ASIT SCHIFF BOYAMASI

1- Ksilen 5 dakika x 3 defa

2- %380 alkol 3 dakika

3- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

4- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa

5- Cesme suyu 5 dakika

6- Periyodik asit 5 dakika

7-Distile suda yikama 5 dakika

8- Schiff soliisyonu 15 dakika
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9- Cesme suyunda yikama 10 dakika
10- Hematoxylen 5 dakika

11- Cesme suyunda yikama 5 dakika
12- %96 alkol 3 dakika x 2 defa

13- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa
14- Ksilen 5 dakika x 3 defa

Boyama islemleri sonunda kesitler lamel ile kapatilmistir.

3.3. Karaciger Hasar Skorlama Yontemi

Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde hepatositlerde yaglanma, inflamasyon ve
nekroz, trikrom ile boyanan kesitlerde fibrozis, PAS ile boyanan kesitlerde glikojen kayb1
skorlandi.

Hepatositlerdeki yaglanma 0 — 3 arasinda derecelendirildi (yaglanma yok = 0,
hepatositlerin % 33’ iinden az = 1, hepatositlerin % 33 -% 66’ s1 arasinda= 2, hepatositlerin
66’ sindan fazla = 3) (9, 72) .

Inflamasyon, fibrozis ve nekroz 0 — 3 arasinda derecelendirildi (yok = 0, hafif = I,
orta = 2, siddetli = 3). Maksimum toplam skor 12.

Hepatositlerde glikojen kayb1 0 — 3 arasinda derecelendirildi (Kuvvetli PAS+
boyanma = 0, orta siddette PAS+ boyanma = 1, zayi1f PAS+ boyanma = 2, PAS boyanma
yok = 3)

3.4. Transmisyon Elektron Mikroskopi

Sicanlarin karacigerlerinden alinan yaklasik 1 mm’ hacmindeki doku Srnekleri ilk
olarak % 2,5 luk gluteraldehit (Glutardialdehyde solution 25% for electron microscopy
250 ml, MERCK, Germany) ve ikinci olarak da % 1 Osmium tetroksit (Osmium (VIII)
oxide for microscopy 500 mg, MERCK, Germany) (OsQO4 ) ile tespit edildi. Aseton ile
dehidratasyonu takiben araldit (CY212, TAAB, E006, England) i¢ine gdmiildii.

% 2,5 Gluteraldehit Soliisyonu

0,2 M fosfat tamponu 50 ml
%25 Gluteraldehit 12 ml
Distile su 38 ml



% 1 Osmium Tetroksit soliisyonu
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Osmium tetraoksit soliisyonu 151k almamasi i¢in kahverengi cam sisede 5 ml distile

su i¢cine 100 mg’ lik ampul kirild1 ve buzdolabina konuldu. Fosfat tamponundan ve %1’ lik

osmiumdan bir miktar alinip karistirildi.

Fosfat tamponu

Na;HPO4
Na H,POq4

Deiyonize Su

Araldit
DDSA (Dodecenly Succinic Anhydride, TAAB,D025)
Araldit CY212
BDMA (Benzyl Dimethylamine, TAAB,B00S)

12-

Gluteraldehit

Fosfat tampon 0.1 M
Osmium tetroksit
Fosfat tampon 0.1 M
Aseton % 30

Aseton % 50

Aseton % 70

Aseton % 90

Aseton % 100
Aseton/Araldit
Araldit

38 cc
12 cc

2 saat (+4 °C)
15 x4 defa
1,5 saat (+4 °C)
15 x4 defa
20°

20°

20°

20’ x 2 defa
20’ x 2 defa

1 saat

1 gece (rotatorda)

20cc
20cc

1cc

Jelatin kapsiillerde araldit igine gdmme, 45 ° C etiivde 4 saat, 60 ° C etiivde 16

saat polimerizasyon.

Jelatin kapsiiller i¢cinde hazirlanan araldit bloklar trimer (Leica EM trim) cihazinda

trimlendikten sonra ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile 80 nm kalmhiginda karaciger
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kesitleri bakir gridler {iizerine alindi. Kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile
kontrastlandiktan sonra Zeiss Libra 120 TEM ile incelenerek fotograflar alindi.

Uranil Asetat Boyasi:

80 ml Metil Alkol

2 g Uranil Asetat

20 ml Distile Su

Gridler bu karigimda 20 dakika boyandi.

Kursun Sitrat Boyasi:

10 N Sodyum Hidroksit (5 ml distile su i¢inde 2 gr NaOH eritildi.)

50 ml Distile Su

200 mg Kursun Sitrat

Uzerine 10 N sodyum hidroksitten 0,5 ml katildi. Temiz siselere konup gridler bu
karisimda 10 dakika boyand:.

3.5. Biyoistatistik Yontem:
Arastirma verilerimizin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS for Windows
Version 13.0 yazilim programu kullanildi. Verilerimiz aritmetik ortalama (X) + standart
sapma (SD) olarak sunuldu. Istatiksel degerlendirmede gruplarin genel karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis Varyans analizi ve gruplarin ikili karsilagtirilmasinda Connover Testi

kullanildi. P< 0,0001 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6. Biyokimya yontemi

3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu

Karaciger dokusu 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu
altinda IKA-Werke T25 homojenizatorii ile tiim doku pargalanincaya kadar homojenize
edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA 6l¢iimii i¢in ayrildi. Kalan homojenatlar,
Sonics VCX130 sonifikatorde 30 saniyelik araliklar ile 4 defa 15 saniye sonifiye edildi.
Sonifiye islemlerinin ardindan 10.000 g de, +4 °C de 10 dakika Niive NF 800R
mikrosantrifiij aletiyle santrifiij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri ve protein tayinin
yapilacag stipernatan elde edildi. Siipernatan 6rnekleri 6l¢tim islemleri yapilincaya kadar

-70 °C de derin dondurucuda saklanda.
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3.6.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini:

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck H. yontemine gore yapildi (73).

Gerekli Cozeltiler:
- 1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na,HPO4- KH,PO4) pH: 7
- Derisik hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozeltisi

Yontem:

Katalaz 6l¢iimiinde kullanilmak iizere spektrofotometrede 240 nm’ de absorbans
0,7- 0,9 oluncaya kadar Na-K-fosfat tampon c¢ozeltisine derisik (% 35 lik) H,O, ilave
edildi. Numunelerin katalaz igerigini belirlemek i¢in hazirlanan bu karisimdan 1000 pl
almip kiivete kondu ve lizerine ¢alisma araligina bagli olarak 30 ul baglayarak gittikge
artan konsantrasyonlarda siipernatan eklendi ve bir kez karistirilip Shimadzu 1601-UV
visible spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle H,O,’ nin (e= 0,0396 cm®
umol™) absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan mL’deki enzim

iinite say1s1 hesaplandi.

3.6.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini:

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev alan SOD enziminin aktivite
tayini McCord J.M, Fridovich I (74) yontemine gore yapilmis olup yontemin esas1 ksantin-
ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-c’ yi indirgemesinin

SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanur.

Siiperoksit dismutaz gesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O, ) radikalinin H,O,’e

dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ksantin —

ksantin oksidaz (XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin sitokrom c okside etmesi
sonucu olusan renk degisimi 550 nm’ de takip edilerek belirlendi. Bu reaksiyona dayanan
optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun % inhibisyonu
belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden 6rneklerdeki SOD miktar1 1 Unite (U) olarak
kabul edildi ve sonug¢lar U/mg protein olarak verildi.

Enzimin % inhibisyonu = (Abskorv — Absnum) / Abs korv x 100.

Gerekli Cozeltiler:
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A ¢ozeltisi:
-- 5 pumol ksantinin 0.001 N NaOH’ daki ¢ozeltisi: 10 hacim
-- 2 pmol sitokrom- C’ nin 50 mM pH 7,8 ve 0,1 mm EDTA igeren fosfat

tamponundaki ¢ozeltisi: 100 hacim

A ¢0Ozeltisi belirtilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlanir. Bu ¢6zelti +4°C de 3

giin kararhdir.

B Cozeltisi:
Ksantin oksidazin 0,1 mm EDTA’ daki ¢6zeltisi 0.2U/ml

B ¢ozeltisi deneyden Once taze olarak hazirlanir.

Yontem:

1) 3 mL’ lik spektrofotometre kiivetine 2,9 mL A ¢dzeltisi eklendi.

2) 50 pL o6rnek ilave edildi.

3) Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

4) Daha sonra Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm deki
absorbans degisimi (1dk) okundu.

5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 pL distile su eklendi.

6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

3.6.4. Total Glutatyon (GSH) Ol¢iimii:

5-tio-2-nitrobenzoat (TNB) olusumu, 412 nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
Ekstrakt igindeki GSH miktari ticari bir GSH standart olarak kullanilarak nmol/mg protein

cinsinden belirlendi (75).

3.6.5. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi:
Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son {iriin olan (MDA) miktarmin Beuge JA (76) yOntemine gore

belirlenmesiyle bulundu.

Gerekli Cozeltiler:
- % 15’ lik TCA ¢ozeltisi 1 hacim



33

- % 0.375’ lik TBA ¢0zeltisi 1 hacim
- 0.25 N’ lik HCI ¢ozeltisi 1 hacim
Yukaridaki ti¢ ¢ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip belirtilen hacim oranlarinda

karistirilmasiyla bir soliisyon hazirland1.

Yontem:

1-10 mL’ lik santifiij tiipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirladigimiz soliisyondan 4 mL
kondu.

2- Kor tiipleri hari¢ tutularak ornek tiiplerine 1 mL homojenat kondu.

3- Bir kez siddetli bir sekilde karistirildi.

4- Kaynar suda ( 95-100 °C de ) 20 dk bekletildi.

5- Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

6- Elde edilen siipernatanin Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535 nm
deki MDA-TBA kompleksinin (¢ : 1.56 x 10° M'lcm']) absorbansi okunarak MDA miktar1

hesaplandu.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Akut uygulama yapilan kontrol ve zeytinyagi gruplarinda (grup 1, 2) ait H-E ile
boyanan karaciger kesitleri benzer sekilde normal histolojik yapida gdzlendi. Kesitlerde
karaciger parenkimi distan ince Glisson kapsiilii ile g¢evrilmisti. Parankimal alanlarda
santral venler etrafindan isinsal olarak dizilmis hepatosit kordonlar1 ve bu kordonlar
arasinda siniizoidler ag¢ik olarak izledi. Karacigerin lobiiler yapisi, merkezde santral ven ve
periferde yerlesik portal alanlar seklinde goriilmekle birlikte lobiillerin bag dokusu smirlar1
belirgin degildi. Portal alanlar i¢inde arter, ven ve safra kanali yapilar1 mevcuttu (Resim 1,
2, 3, 7, 8, 9). Periyodik- asit schiff (PAS) ile boyanan kesitlerin incelenmesinde
hepatositlerin sitoplazmasinda 6zellikle siniizoidal yoniinde yogun PAS+ boyanma dikkati
cekti (Resim 4, 5). Trikorom ile boyanan kesitlerde ince glisson kapsiilii ve portal alanlarda
kit bag dokusu izlendi (Resim 10, 11). Bu gruplara ait hasar parametrelerinin ve toplam

hasar skoru sifirdi (Tablo 1). Ayrica bu gruplarda nadir olarak mitoz figiirlerine rastlandu.



Resim 2. Grup 1: H&E x20
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Resim 3. Grup 1: H&E, x40

Resim 4. Grup 1: PAS, x20
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Resim 5. Grup 1: Trk, x20

Akut uygulama yapilan kontrol ve zeytinyagi gruplarina ait karaciger kesitlerinin
elektron mikroskobik incelenmesinde hepatositler normal ultrastriiktiirel yapida izlendi
(Resim 6, 12). Hepatositler arasinda safra kanalikiilleri ve siniizoidler olagan yapilarinda
goriildii. Normal ultrastriiktiirel yapidaki siniizoid endotel hiicreleri ve hepatositler

arasindaki bolgelerde disse araliklar1 agik olarak izlendi.



Resim 7. Grup 2: H&E x10
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Resim 9. Grup 2: H&E x40
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Resim 10. Grup 2: PAS x20

x20

9

Resim 11. Grup 2: Trk
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Resim 12. Grup 2: TEM x7000

Akut CCly uygulanan (grup 3) gruptaki sicanlarm H-E ile boyanan karaciger
kesitlerinde 6zellikle lobiillerin merkezi bolgelerindeki hepatositlerde yogun univezikiiler
ve multivezikiiler yag vakuolleri saptandi. Hepatositlerden bazilarinin balonlagsma
dejenerasyonuna ugradigi gorildi (Resim 13, 14, 15, 16, 17). Karaciger asinusu zon 3
bolgesinde nekroz alanlar1 dikkati cekti. Ozellikle nekroz alanlarinda olmak iizere
parankima igerisinde inflamatuvar infiltrasyon mevcuttu (Resim 16). Bazi alanlarda Santral
ven g¢evresinde fibrozis mevcuttu. Glisson kapsiiliinde belirgin kalinlagsma ve kapsiil dis
yiiziinde yag dokusu olusumu dikkati ¢ekti (Resim 15). Yer yer apoptotik cisimcikler
(Resim 17) ve nadir mitoz figiirleri saptandi.

Bu gruba ait PAS boyamasi yapilan karaciger kesitlerinde hepatositlerde PAS+
boyanmanin ¢ok zayif oldugu goriildii (Resim 18) ve glikojen kaybi skorlandi (Tablo 9).
Trikrom boyamasi yapilan kesitlerde Glisson kapsiilii bag dokusundaki kalinlagma dikkati
cekti (Resim 19). Kesitlerde uygulanan CCls’ e baglh olarak izlenen bu degisiklikler
skorlandi. Bu gruba ait hasar prametrelerinin ve toplam hasar skorunun kontrol ve

zeytinyagi gruplarindan yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Tablo 1).



Resim 14. Grup 3:multivakuoler ve univakuoler seklinde yaglanma. H&E x20
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x20

9

Resim 15. Grup 3: Glisson Kapsiiliinde Kalinlasma. H&E

Resim 16. Grup 3: Infiltrasyon alanlari. H&E x20



44

Resim 17. Grup 3: Apoptosiz. H&E x40

Resim 18. Grup 3: PAS x20
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Resim 19. Grup 3:Trk x20

Grup 3 (CCly, 4 giin)’ e ait sicanlarin karaciger kesitlerinin ultrastriiktiirel
incelenmesinde hepatositlerin sitoplazmasinda vakuolizasyon, lizozom artis1 belirgindi
(Resim 20). Baz1 hepatositlerde tiim sitoplazmanin degisik biiyilikliiklerde vakuoller ile
dolu oldugu ve bu vakullerin nukleus sinirlarmi diizensizlestirdigi ve nukleuslarin
hiperkromatik oldugu gorildii (Resim 21, 22). Bu hiicrelerin nukleuslar1 i¢inde de
vakuoller izlendi (Resim 21, 22, 23). Vakuolizasyonun yogun oldugu bazi hepatositlerin
nukleuslarinin apoptotik yapida oldugu goriildii (Resim 22, 24). Bu grupta ayrica hepatosit
nekrozu tespit edildi (Resim 25). Disse mesafesinin daraldigi ve yer tamamen silindigi

gbzlendi.
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Resim 21. Grup 3:Diizensiz sinirhh nukleus yapisi ve nukleer vakuolizasyon. TEM x6300
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TEM x6300

Apoptotik Yapida Nukleus.

. Grup 3:

Resim 22

TEM x7000

Resim 23. Grup 3
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o T
Resim 26. Grup 3:TEM x8000

Grup 4 (CCly +Res, 4 giin)’ e ait sicanlarin H-E ile boyanan kesitlerinde zon 3
bolgesinde yer alan hepatositlerde multivezikiiler vakuolizasyon ve santral ven ¢evresinde
dar fibrotik alanlar izlendi. Portal alanlar ¢evresindeki parankimal alanlar normal histolojik
yapidaydi. Parankimada yer yer fokal nekroz odaklar1 ve mitoz figiirleri saptandi. Yapilan
histolojik hasar skorlarinin kontrol ve zeytinyagi gruplarindakinden yiiksek, CCly
grubundakinden daha diisiik oldugu saptandi (Tablo 1). Periyodik- asit schiff (PAS) ile
boyanan kesitlerde hepatositlerde orta dereceli yogunlukta PAS+ boyanma tespit edildi,
Glikojen kaybi skorunun kontrol ve zeytinyagi gruplarindakinden yiiksek, CCly
grubundakinden daha diisiik oldugu goriildii (Tablo 9). Trikrom boyamasinda, yer yer
santral ven c¢evresinde (Resim 31) ve Glisson kapsiiliinde hafif derecede fibrotik

deigisiklikler izlendi.



Resim 28. Grup 4:H&E x20
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Resim 30. Grup 4:PAS x20
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Resim 31. Grup 4:Trk x20

Grup 4 (CCly +Res, 4 giin)’e ait karaciger kesitlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde bazi hepatositlerin sitoplazmalarinda ve yer yer de nukleuslarinda degisik
caplarda vakuoller gozlendi (Resim 32). Bu vakuollerin ¢aplarmin genel olarak CCly
grubundakilerden kiiciik oldugu dikkati ¢ekti. Ayrica hepatosit sitoplazmalarinda yer yer
lizozomlar izlendi. Hepatositler arasindaki safra kanalikiilleri agik ve normal yapida

degerlendirildi (Resim 33).



Resim 33. Grup 4:TEM x7000
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Grup 5 (CCly +Mel, 4 giin)’e ait sicanlarin H-E ile boyana kesitlerinde santral ven
cevresinde yer alan hepatositlerde orta derecede multivezikiiler vakuolizasyon ve yer yer
balonlasma dejenerasyonu goriildii (Resim 34). Parankimada yer yer fokal nekroz alanlar1
mevcuttu. Glisson kapsiiliiniin bazi1 boliimlerinde kalinlasma saptandi (Resim 35). Portal
alanlar ¢evresindeki parankimal alanlar normal histolojik yapidaydi (Resim 34, 35, 36). Bu
grupta ¢ok sayida mitoz figiiriiniin varhigi dikkati ¢ekti (Resim 37). Yapilan histolojik
hasar skorlarmin kontrol ve zeytinyag1 gruplarindakinden ytiksek, CCl; grubundakinden
daha diisiik oldugu saptandi. (Tablo 1). Periyodik- asit schiff (PAS) ile boyanan kesitlerde
hepatositlerde orta derceli yogunlukta PAS+ boyanma tespit edildi (Resim 38). Glikojen
kaybr skorunun kontrol ve zeytinyagi gruplarindakinden yiiksek, CCly grubundakinden
daha diisiik oldugu goriildii (Tablo 9). Trikrom boyamasinda, H-E kesitlerde izlenen
degisiklikler (Resim 39) yaninda yer yer Glisson kapsiiliinde fibrotik deigisikliklere bagli

kalinlagsmalar izlendi.



Resim 35. Grup 5: H&E x20
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Resim 37. Grup 5: H&E x40
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Resim 39. Grup 5: Trk x20
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Grup 5 (CCly +Mel, 4 giin)’ e ait karaciger kesitlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde bazi hepatositlerde intrasitoplazmik 6dem (Resim 40), degisik caplarda
yag vakuolleri (Resim 41) ve yer yer lizozomlar saptandi. Bu vakuollerin ¢aplarinin genel

olarak CCly grubundakilerden kii¢lik ve daha az sayida oldugu dikkati ¢ekti.



Resim 41.Grup 5: TEM x7000
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Kronik uygulama yapilan kontrol ve zeytinyagi gruplarindaki (grup 6, 7) sicanlarin
karin bosluklar1 agildiginda makroskobik olarak karacigerleri parlak, koyukahve renkte ve
normal goriiniimde izlendi (Resim 42, 50). Bu gruplara ait H&E ile boyanan karaciger
kesitleri incelendiginde akut uygulama yapilan kontrol ve zeytinyagi gruplarindakine
benzer sekilde normal histolojik yapida oldugu gozlendi.

Bu gruplara ait PAS ile boyanan karaciger kesitlerinde hepatositlerin stoplazmasinda
orta derecede PAS + boyanma tespit edildi (Resim 47, 54). Trikrom ile boyanan karaciger
kesitleri normal histolojik yapida degerlendirildi (Resim 48, 55). Bu gruba ait hasar

parametreleri ve toplam hasar skoru sifird1 (Tablo 1, 9).



Resim 43. Grup 7- Makroskobik
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Resim 44. Grup 6: H&E x10

Resim 45. Grup 6: H&E x20
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Resim 46. Grup 6: H&E x20

Resim 47. Grup 6: H&E x40



Resim 49. Grup 6: Trk x40
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H&E x10

.
.

Resim 51. Grup 7

H&E x20

.
.

Resim 52. Grup 7



Resim 54. Grup 7: PAS x20
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Resim 55. Grup 7: Trk x20

Kronik uygulama yapilan kontrol ve zeytinyagi gruplara (grup 6, 7) ait karaciger
ince kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde hepatositlerin normal ultrastruktural
yapida oldugu, safra kanalikiillerinin liimenlerinin agik ve mikrovillus yapilar i¢erdigi

gozlendi (Resim 49, 56).



Resim 56. Grup 7: TEM x7000

68



69

Grup 8 (CCl4, 21 giin) grubundaki sicanlarmm karm bosluklar1 agildiginda
makroskobik olarak karacigerlerinin distan beyaz renkli yag tabakasiyla kapli oldugu
goriildic (Resim 57). Bu grupta karaciger parankiminde hepatositlerde yaygin
vakuolizasyon, balonlasma dejenerasyonu, hepatosit nekrozu ile ¢ok sayida apoptotik
cisimcik goriildii (Resim 58, 59, 60). Glisson kapsiiliinde belirgin kalinlasma ve
subkapsiiler alanda tabaka seklinde yag dokusu olusumu saptandi (Resim 59, 60). Ozellikle
karaciger lobiillerinin merkezi kisimlarindaki sinuzoidlerde dilatasyon dikkati ¢ekti (Resim
61). Tiim parankima alaninda orta dereceli inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlendi (Resim
60) .

Periyodik- asit schiff (PAS) ile boyanan kesitlerde hepatositlerde glikojen kaybi
belirgindi (Resim 62).(Tablo 9)

Trikrom ile boyanan kesitlerde sentral ven duvarinda kalinlasma ve perivaskiiler

alanda fibrotik degisiklikler saptandi (Resim 63).
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Makroskobik

Resim 57. Grup 8-

Resim 58. Grup 8: H&E x10



Resim 60. Grup 8: Infiltrasyon alanlarl. H&E.x20
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Resim 62. Grup 8: Sinuzoidlerde Dilatasyon. H&E x40
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Resim 63: Grup 8:PAS x20

Resim 64. Grup 8:Trk x20
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Grup 8 (CCL, 21 gin)’ e ait karaciger kesitlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde yer yer hepatosit stoplazmasini doldurur tarzda degisik biiytikliiklerde lipid
ve hidropik vakuoller ve bu vakuoller arasinda biiyiik miyelin figiirlere rastlandi. Graniillii
Endoplazmik Retikulum sisternalarinda dilatasyon, mitokondriyonlarin matrikslerinde
yogunlasma ve yer yer krista hasar1 goriildii. Ultrastructural hasar bulgular1 goésteren
hepatositlerin stoplazmalarinda farkli biiyiikliiklerde heterojen yogunlukta lizozomal
yapilar dikkati ¢ekti (Resim 64, 65, 66, 67, 68). Bazi hepatositlerde ileri derecede

intrastoplazmik 6dem saptand:.



Resim 66. Grup 8: TEM x6300

75



Resim 68. Grup 8: TEM x6300
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Resim 69: Grup 8: TEM x6500

Resveratrol grubundaki sicanlarin (grup 9) karacigerlerin yiizeyinde yer yer
makroskobik olarak yaglanma alanlar1 goriilmekle birlikte CCly grubundakine gore
belirgin sekilde azalmis oldugu dikkati ¢ekti (Resim 69). Resveratrol grubuna ait H&E ile
boyanmis karaciger kesitlerinde santral ven g¢evresindeki hepatositlerde vakuolizasyon ve
bu alanlardaki sinuzoidlerde minimal dilatasyon mevcuttu. Karaciger lobiillerinin
icerisindeki zonlve zon2 bolgelerindeki karaciger parankimi normal histolojik yapida
degerlendirildi (Resim 70, 71, 72). Hepatositlerde ¢ok sayida farkli evrelerde mitotik
figiirler ve yer yer apoptotik cisimcikler dikkati ¢ekti (Resim 73, 74). Periyodik- asit schiff
(PAS) ile boyanan kesitlerde karaciger parankimini zon3 bdlgesindeki hepatositlerde
glikojen igeriginin azaldigi zon 1 ve zon 2 bolgesindeki hepatositlerde normal yogunlukta
stoplazmik glikojen graniilleri saptandi (Resim 75) ve glikojen kayb1 skorlandi (Tablo:9).
Trikrom ile boyanan kesitlerde zon3 bolgesindeki hepatositlerde vakuolizasyon ve minimal

hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Fibrotik degisiklik saptanmadi (Resim 75).
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Res (G9)-makroskobi

.
.

Resim 70

H&E x10

.
.

Resim 71. Grup 9



Resim 73. Grup 9: H&E x20
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Resim 74. Grup 9:H&E x40

Resim 75. Grup 9:H&E x40
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PAS x20

Resim 76. Grup 9

Trk x20

.
.

Resim 77. Grup 9
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Grup 9 (CCly + Res, 21 giin)’ a ait karaciger kesitlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde hepatositlerde yer yer minimal intrastoplazmik 6dem, vakuolizasyon,
mitokondriyonlarin matriksinde yogunlagma, kiiclik-elektron yogun lizozomal yapilar

saptandi (Resim 77, 78, 79).
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TEM x10000

Resim 78. Grup 9

79. Grup 9: TEM x7000
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Res
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Resim 80. Grup 9: TEM x6300

Melatonin grubundaki siganlarin (grup 10) karacigerlerin yiizeyinde sinirl alanlar
seklinde makroskobik olarak yaglanma dikkati ¢ekti (Resim 80). Melatonin grubuna ait
H&E ile boyanmis karaciger kesitlerinde santral ven ¢evresindeki hepatositlerde minimal
diizeyde vakuolizasyon mecuttu. Parankima igerisinde yer yer fokal nekroz alanlar1 ve
inflamatuar inflamasyon alanlar1 saptandi. Hepatositlerde ¢ok sayida farkli evrelerde
mitotik figiirler dikkati ¢cekti (Resim 81, 82, 83, 84, 85, 86).

Periyodik- asit schiff (PAS) ile boyanan kesitlerde karaciger parankiminin zon3
bolgesinde yerlesmis hepatositlerde glikojen igeriginin azaldigi saptandi (Resim 87).
Glikojen kaybi skoru, CCly(grup 8) grubundakinden diisiik, kontrol ve zeytinyagi
gruplarinkinden yiiksekti (Tablo:9). Trikrom ile boyanan kesitlerde hepatositlerde
vakuolizasyon ve minimal inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriildi. Fibrotik degisiklik

saptanmadi (Parankima igerisinde ve Glisson kapsiiliinde ) (Resim 88).
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Resim 81. Grup 10- Makroskobi

82. Grup 10: H&E x10

Resim
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. Grup 10: H&E x10

Resim 83

H&E x10

.
.

Resim 84. Grup 10



Resim 86. Grup 10: H&E x20
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Resim 88. Grup 10: PAS x20
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Resim 89. Grup 10: Trk x20

Melatonin grubundaki sicanlarin (grup 10) karaciger kesitlerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde yer yer hepatositlerin stoplazmasinda kiiciik lipid
vakuollerine ve lizozomal yapilara rastlandi. Bu grupta da mitokondrial matriks
yogunlagmasi devam ediyordu. Hepatositler arasindaki safra kanalikiilleri ac¢ik olarak

izlendi. Bazi1 hepatositlerde minimal intrastoplazmik 6dem mevcuttu (Resim 89, 90).



Resim 91. Grup 10: TEM x6300
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4.2. istatiksel Analiz

Tablo 1: Hiicre Hasar Parametrelerinin Istatiksel Dagihm

91

FIBROSIZ | YAGLANMA | NEKROZ INFILTRASYON TOPLAM
ORUP X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD
Gl 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
G2 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
G3 1£0 2,38£0,91 1,5+0,75 1,38 0,51 6,12+ 0,99
G4 1+0 2,25+0,5 1,1+0,35 1,1+0,35 5,50+ 0,75
G5 1£0 2,37+0,51 1+0 1+0 5,37+0,75
G6 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
G7 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
G8 1,38+ 0,52 2,12+0,83 1,75+ 0,47 1,75+ 0,47 7,00+ 1,77
G9 0,75 £ 0,46 1,5+0,75 1+0,53 0,87 £0,35 4,12+ 1,64
G10 0,87 £0,35 20,75 1+0,53 0,87 + 0,35 4,75 + 1,66
kruskal-wallis
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0006

st sonuglari
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Tablo 2: Connover Testi (ikili karsilastirma): Hiicre Hasar Parametreleri Bakimindan Farkh

Olan Gruplar
GRUP FiBROSIZ YAGLANMA | NEKROZ |INFILTRASYON| TOPLAM

Gl 3,4,5,6,7,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10

G2 3,4,5,6,7,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10 3,4,5,8,9,10

G3 6,7,9 6,7,9 6,7,9,10 6,7,9,10 6,7,9,10

G4 6,7,9 6,7,9 6,7.8 6,7,8 6,7,8,9

G5 6,7,9 6,7,9 6,7,8 6,7,8 6,7,8,9

G6 8,9,10 8,9,10 8,9,10 8,9,10 8,9,10

G7 8,9,10 8,9,10 8,9,10 8,9,10 8,9,10

G8 9,10 9 9,10 9,10 9,10

Tablo 3: Karaciger Doku Biyokimyasi Parametre Sonuglari
GRUP CAT SOD MDA TOTAL GSH GPX
X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD
Gl 227 +41 3,68 £ 0,39 0,27 £ 0,05 7,03 +£0,93 5,83+ 0,90
G2 212+393 3,86+ 0,57 0,18 £ 0,06 5,70+ 1,33 4,45+0,23
G3 81,9+ 14,9 2,82+ 0,86 0,40 £ 0,05 3,62+ 0,96 3,46 + 0,44
G4 149 £ 39,1 3,93 +£0,74 0,33+ 0,07 8,81 +2,34 4,35+0,45
G5 115 £20 4,83+ 0,89 0,37 £0,04 9,85+ 2,39 4,95+ 0,52
G6 2224226 4,96 £ 0,50 0,18 £0,05 4,26+0,75 4,95+ 0,35
G7 215 +36,16 3,25+0,92 0,26 + 0,07 6,30 £ 0,86 4,21+ 0,47
G8 73,57+ 1824 | 3.,51x1,17 0,65 + 0,05 4,78 £0,61 2,94+0,15
G9 85,95+18,10 | 5,29+0,87 0,56 0,14 6,37+ 1,84 3,96+ 0,70
G10 98,02+ 17,42 | 5,44+0,81 0,37 £ 0,08 6,34+ 1,27 3,86+ 0,50
kruskal-wallis test | P<0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P<0,0001 P<0,0001
sonuglari

Tablo 4: Connover Testi (ikili karsilastirma): Karaciger Doku Biyokimyas1 Bakiminda Farkh

Olan Gruplar




93

GRUP CAT SOD MDA TOTAL GSH GPX
Gl 3,4,5,8,9,10 5,6,9,10 2,3,4,5,6,8,9,10 2,3,5,6,8 2,3,4,7,8,9,10
G2 3,4,5,8,9,10 3,5,6,9,10 3,4,5,7,8,9,10 3,4,5,6 3,6,8,9,10
G3 4,5,6,7,10 4,5,6,9,10 4,6,7,8,9 4,5,7,9,10 4,5,6,7,9
G4 5,6,7,8,9,10 6,7,9 6,7,8,9 6,7,8,9,10 5,6,8,10
G5 6,7,8,9 7,8 6,7,8,9 6,7,8,9,10 7,8,9,10
G6 8,9,10 7,8 7,8,9,10 7,9,10 7,8,9,10
G7 8,9,10 9,1 8,9,10 8 8

Tablo 5: Karaciger Enzimlerinin istatiksel Dagilim
GRUP ALT AST ALT/AST
X +SD X +SD X +SD
Gl 46,12 £4,99 171 £16,32 0,26 = 0,02
G2 35,62 £3,15 124 +£10,19 0,28,+ 0,02
G3 293 £268 481 + 427 0,59 +0,18
G4 506 £ 204 636 £ 261 0,80+0,10
G5 561+ 252 822 +374 0,70 +0,13
G6 45,62 £ 6,13 149 £ 58 0,27 +0,04
G7 39,12 £ 6,01 133 £18,96 0,34+0,17
G8 275 +£217 404 + 188 0,59 + 25
G9 263 £ 177 532 +366 0,49+0,19
G10 311 £180 493 £ 261 0,61+0,19
kruskal-wallis test
sonuclart P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001

Tablo 6: Connover testi (ikili karsilastirma): Karaciger Enzimleri Bakimindan istatistiksel

Olarak Farkh Olan Gruplar
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GRUP (ALT) (AST) (ALT/AST)
Gl 2,3,4,5,8,9,10 2,3,4,5,7,8,9,10 3,4,5,8,9,10
G2 3,4,5,6,8,9,10 3,4,5,6,8,9,10 3,4,5,6,8,9,10
G3 4,5,6,7 4,5,6,7 4,6,7
G4 6,7,8,9,10 6,7 6,7,8,9,10
G5 6,7,8,9,10 6,7,8,10 6,7,9
G6 8,9,10 8,9,10 8,9,10
G7 8,9,10 8,9,10 8,9,10
Tablo 7: Mitoz Figiirlerinin Istatiksel Dagihim
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5 GRUP 6 GRUP 7 | GRUPS8 GRUP 9 GRUP 10
MITOZ
0,87+0,83 | 0,37+0,51 | 4,12+5,02 | 7,50+ 6,56 | 12,06+ 7,99 0+0 0,37£0,51 2,62+ 1,99 | 7,25+£6,54 | 3,75+5,44
X+ SD
Kruskal-wallis test
sonuglari P<0,0001 | P<0,0001 | P<0,0001 | P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 | P<0,0001 | P<0,0001 | P<0,0001 P<0,0001

Tablo 8: Connover Testi (ikili karsilastirma): Mitoz Figiirleri Bakimindan Farkh Olan Gruplar

GRUP MITOZ
Gl 3,4,5,6,8,9,10
G2 3,4,5,8,9,10
G3 4,5,6,7
G4 6,7,8,10
G5 6,7,8,10
G6 8,9,10
G7 8,9,10
G8 9
G9 10

Tablo 9: Hepatositlerde Glikojen Kaybimn Istatiksel Dagilimm

G2 _012+0735
GLi
GRUP 2,25+0,70
X +SD
G4 2,0+ 075
Gl 0+0
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G5 1,87+0,64
G6 0+0
G7 0,25+ 0,46
G8 2,66 £+ 0,50
G9 1,75+0,70
G10 1,87 +0,64

kruskal-wallis test

sonuglar1 P=0.0001

Tablo 10: Connover Testi (ikili karsilastirma): Glikojen Kayb1 Bakimindan istatistiksel Olarak

Farkh Olan Gruplar
GRUP GLIKOJEN KAYBI
Gl 3,4,5,8,9,10
G2 3,4,5,8,9,10
G3 6,7
G4 6,7,8
G5 6,7,8,10
G6 8,9,10
G7 8,9,10
G8 9,10

Tablo 11: Sicanlarin Agirhklarinin istatiksel Degisimi

GRUP

iLK GUN

5. GUN ‘ AGIRLIK ‘ KARACIGER ‘
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DEGISIMI AGIRLIK
X +SD X +SD X +SD X +SD
Gl 189,6 + 15,05 201,6 +16,67 12 + 6,04 10 + 1,09
G2 176 + 6,49 186 + 8,76 10,3 £4,83 9,9 + 0,69
G3 185 + 8,12 175 + 6,27 9,62+7 10,8 + 0,62
G4 170 £ 15,7 157 £ 16,28 -12,7+£2,49 11,33 £ 0,67
G5 170 + 8,62 157 £ 8,17 -13,12 £ 7,86 11,17 +0,56
kruskal-wallis test
onuclars P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001

Tablo 12: Connover Testi (ikili karsilastirma): Hayvan Agirhiklar1 Bakimindan istatistiksel
Olarak Farkh Olan Gruplar

. . y AGIRLIK KARACIGER
GRUP ILK GUN 5. GUN e . 9
DEGISIMI AGIRLIK
Gl 2,4,5 3,45 3,45 4,5
G2 3 3,45 3,45 3,45
G3 4,5 4,5
Tablo 13: Sicanlarin Agirhklarimn istatiksel Degisimi (kronik)
. . ) AGIRLIK KARACIGER
ILK GUN 21. GUN .. . 9
GRUP DEGISIMI AGIRLIK
X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD
G6 163+ 10,76 160 £ 23,96 -2,75+ 2,56 9,68+ 0,57
G7 174+ 5,72 199 +£29,19 24,7 £24,27 11,62 + 0,34
G8 177+ 7,07 162 £4,79 -14,6 £ 6,23 11,5+0,20
G9 199 + 14,34 179 £ 6,16 -19,8+ 13,86 11,66 + 0,32
G10 176 £7,78 160 £ 8,56 -16,37 +£6,92 11,12+ 0,39
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kruskal-wallis test

P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001

sonuglari

Tablo 14: Connover Testi (ikili karsilastirma): Hayvan Agirhiklar1 Bakimindan istatistiksel
Olarak Farkh Olan Gruplar

) . . AGIRLIK KARACIGER
GRUP iLK GUN 21.GUN L )
DEGISiMi AGIRLIK
G6 7,8,9,10 7,9 7,8,9,10 7,8,9,10
G7 9 8,1 8,9,10 10
GS8 9 9 10
G9 10 10 10
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5. TARTISMA

Karaciger, anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarindan
dolay1 toksik maddelere en fazla maruz kalan organlardan biridir. Karacigerde ¢esitli
patolojik degisikliklere yol acan ¢ok sayidaki kimyasaldan birisi de karbontetrakloriir’ diir
(77).

Karbontetrakloriir sindirim kanalindan emilip dolasima gectikten sonra, viicudu
akciger, bobrekler ve ozellikle safra yolu ile terk eder. CClL ile deneysel olarak olusturulan
intoksikasyondan bircok organ ve sistem dogrudan ya da dolayli bir sekilde
etkilenmektedir. Karbontetrakloriir, yiiksek dozlarda kullanildiginda karacigerde birikir.
Karbontetrakloriir birikimine bagli hepatosit dejenerasyonu sonucunda karacigerin
gorevlerinin biiyiik kisminda aksamalar olusur ve bu durum ise klinik semptomlar verir
(78).

Karaciger yaglanmasi, hangi nedenlere bagli olursa olsun lipidlerin karaciger
agirhigmmin % 5’ inden fazlasmi olusturmasi veya histopatolojik incelemede hepatositlerin
% 5° inden daha fazlasinda yag vakuollerinin goriilmesi olarak tanimlanir (1- 4).
Karbontetrakloriir, deneysel karaciger hasar1 olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir
ksenobiyotiktir (12- 15). Karbontetrakloriir, mitokondriyal monooksijenaz (P450-2E1)
sistemi tarafindan metabolize edilerek triklormetil (CCls) serbest radikali olustuktan sonra
sekonder olarak lipid yikic1 enzimler, lipid hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilarin
olusmasma neden olur (12- 14, 17, 18). Olusan bu serbest radikaller hiicresel
membranlardaki fosfolipidlerde bulunan yag asitlerinde peroksidasyonu olusturarak hiicre
harabiyetine yol acarlar. Sonugta hem hiicre membran yapis1t hem de hiicre i¢i organel
membran yapilar1 bozulur (12, 13, 19). Karbontetrakloriire bagli karaciger hasarinda
meydana gelen lipid peroksidasyonu olduk¢a onemlidir. Ciinkii bu hasara bagl olarak
ilerleyen siirecte karacigerde yaglanma, fibrozis hatta siroz olusabilir (12, 13).
Karbontetrakloriiriin hepatotoksik etkisi, reaktif ara iirlinlerinin metabolik aktivasyonu ve
lipid peroksidasyonundaki artisa baghdir (19, 79). Serbest radikallerin hem in vivo hem de
in vitro ortamlarda protein, lipid ve karbonhidratlar1 ayrica DNA yapisim1 bozdugu
gosterilmistir. Serbest radikallerin miktar1 endojen antioksidan sistemin kapasitesini

astiginda 6nemli hiicresel hasarlar meydana geldigi bilinmektedir. Karbontetrakloriire bagl
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gelisen karaciger hasarinda protein sentezinde inhibisyon, yag birikimi, apoptosiz ve
fibrozis olusur (79). Bu ¢alismada da steatoz, nekroz, infiltrasyon ve hepatik fibrozis
olusturulmasinda basarili sonuglar elde edilmistir. Calismamizda 4 ve 20 giinlik CCly
uygulanmasi sonras1 akut ve kronik karaciger toksisitesine ait litaratiirlerde bildirilen
hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, nekroz, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
fibrozis gibi major hasar bulgularmmin hemen hepsi degisik derecelerde goézlendi. Bu
calismada hepatositlerdeki histopatolojik degisiklikler, klasik karaciger lobiillerinin
merkezinde- vena sentralis cevresinde ve yer yer de subkapsiiler bolgelerde daha
belirgindi.

Kronik CCly toksititesi olusturdugumuz gruptaki sicanlarin batmlar1 agildiginda
karacigerlerindeki yaglanma makroskobik olarak da karaciger yiizeyinde yag dokusu
birikimi seklinde rahatlikla goriilebilmekteydi. Akut CCly toksititesi olusturdugumuz
grupta ise makroskobik yaglanma bulgular1 izlenmedi. Ancak akut karbontetrakloriir
uygulamasi yapilan karaciger kesitlerinde, mikroskobik olarak 6zellikle lobiillerin merkezi
kisimlarinda, santral ven c¢evresinde yerlesik hepatositlerde yogun olarak sitoplazmik yag
vakuolleri saptadik. Ayrica yer yer tiim parankimal alanlardaki hepatositlerde sitoplazmik
vakuller mevcuttu. Kronik karbontetrakloriir uygulamas: ile karaciger hasari
olusturdugumuz sicanlarin karaciger kesitlerinde de benzer bulgular izlenmekle birlikte
yaglanma alanlarmin genisligi ve yaglanma derecesinin daha da artmis oldugunu tespit
ettik. Akut ve kronik karaciger hasar1 olusturulan her iki grupta da hepatositlerdeki
yaglanmanin karakterizasyonu benzer olmakla birlikte akut toksisite olusturulan gruptaki
siganlarin hepatositlerinde daha ¢ok multivezikiiler yaglanma, kronik toksitite olusturulan
gruptaki sicanlarin hepatositlerinde ise agirlikli olarak univezikiiler tipte yaglanma
oldugunu belirledik. Elektron mikroskobik incelemede ise hem akut hem de kronik CCly
uygulanan siganlarm karaciger kesitlerinde hepatositlerin sitoplazmasinda lipid igeren ve
hidropik vakuoller mevcuttu. Bu gruptaki vakuollesme bulgular1 literatiir bilgileri ile
uyumlu olarak degerlendirildi. Tespit ettigimiz histopatolojik bulgular icerisinde yaglanma
ve hepatositlerin  sitoplazmasindaki  vakuolizasyon 0Ozellikle ©n planda idi
Karbontetrakloriiriin  karaciger hiicrelerinde sentezlenen trigliseridin  kana gecisini
yavaglattigi ve bu maddenin hiicrelerde biriktigi, bdylece sitoplazma igerisinde yag
vakuollerinin olusumuna yol actigi bildirilmistir. Bunu lipoproteinlerin yapisindaki

apoprotein sentezini ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinlerin sekillenmesini ve salinimini
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azaltarak gerceklestirmektedir (78). Fan ve ark. farelerde CCly ile olusturduklar1 akut
karaciger hasarinda resveratroliin hepatositlerde yag vakuolizasyonunu azalttigini
bildirmislerdir (23). Yine Bujanda ve ark. hepatik steatosizin resveratrol tedavisi ile dnemli
Olciide azaldigim1 gostermislerdir (20). Biz de calismamizda akut ve kronik CCly
uyguladigimiz gruplardaki (grup 3 ve grup 8) sicanlarin karaciger kesitlerinde,
hepatositlerde  belirgin ve yaygin vakuolizasyon saptadik.  Hepatositlerdeki
vakuolizasyonun kronik CCl; uygulanan grupta akut CCly uygulanan gruptakine gore
istatiksel olarak da anlamli diizeyde artmis oldugunu belirledik. Akut ve kronik CCly
uygulamasi ile hepatositlerde meydana gelen vakuolizasyon iizerine uzun ve kisa stireli
melatonin ve resveratrol uygulamalarmin vakuolizasyonu azaltici etkilerinin oldugunu
belirledik (p<0,0001 grup 3 - 4, grup 3 - 5), (p<0,0001 grup 8 - 9, grup 8 - 10), (Tablo:1).
Karaciger fibrozu, ekstraselliiler matriks komponentlerinin artmasi ile karakterize,
dinamik bir siirectir. Ekstraselliiler matriks yapimi ve yikimi arasindaki denge; olusan
toksik oksijen radikallerine bagli olarak potent profibrojenik mediatorlerin de aktive olmasi
ile siirekli matriks yapimi yoniinde bozulmaktadir (12, 34). Saglikhh bir karacigerdeki
hepatosit kordonlarini olusturan hepatositler ile sinuzoid endotel hiicreleri arasinda Disse
araligi denilen mikroskobik dar bir alan mevcuttur. Karacigerin hasarlanmasi durumunda
Disse araligindaki kollajen ve fibronektin miktar1 asir1 dercede artar ve sinuzoid endoteli
ile hepatositler arasindaki bu alani doldurur. Disse araliginin kollajen ile dolmasi sinuzoid
limenindeki kan ile hepatositler arasindaki madde aligverisini engelleyerek hepatositlerin
fonksiyonlarinda bozulmalara neden olmaktadir. Bu subendotelial kollajen birikimi farkl:
nedenlere bagl olan bir¢ok karaciger hastalig1 ile karakterize bir durumdur. Bu nedenle
hepatik fibrozisin asil nedeni Ito hiicre aktivasyonu olarak goriilmektedir (80- 83).
Karaciger parankiminde c¢esitli nedenlerle dejenerasyon olusurken ayni zamanda
rejenerasyon da olusur. Ancak organda olusan hasar siirekli ve tekrarlanirsa hiicre
yenilenmesinden daha fazla bag dokusu artis1 olur. Bag dokusundaki bu artis karaciger
yapisinda bozukluklara neden olur. Yapilmis olan birgok c¢alismada karaciger
hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagl olarak gelisen karaciger hasari ile fibrozis
arasinda iligki oldugu gosterilmistir (12, 34). Karbontetrakloriir toksikasyonu ile olusan
karaciger hasarinda hepatositlerden tiimor nekroz faktér-a (TNF-a), transforming growth
faktor- (TGF- B) ve interferon gamma (IFN-x) salgilanir. Bu sitokinlerin varligindaki artis

Kupffer hiicreleri ve hepatik stellat hiicreleri (Ito hiicreleri) aktive ader. Kupffer hiicreleri
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aktivasyonu sonucunda artan TNF-0, ortamdaki zararli sitokinlerin seviyelerinin
yiikselmesine neden olur. Artan zararli sitokin seviyeleri de karacigerde hepatosit ve
endotelyal hiicre hasarmi baslatir. Son yillarda, karacigerdeki fibrotik degisikliklerin
olusumunda 6zellikle Ito hiicreleri sorumlu tutulmaktadir (80- 83). Hong ve ark. CCly ile
olusturulan karaciger hasarinda hepatik fibrozisin melatonin uygulamasi ile azaldigini
gostermislerdir (34). Baska bir ¢alismada Cimar ve ark. akut CCly intoksikasyonu sonucu
karacigerde sentrilobiiler bdlgedeki hepatositlerde karyoreksiz ve nekroz, kronik CCly
intoksikasyonunda ise vena sentralislerin ¢evresinde belirgin bag dokusu artisinin oldugu
ve bu bag dokunun komsu vena sentralisler arasinda uzanarak septumlar olusturdugunu
rapor etmislerdir. Ayni1 calismada kronik CCly intoksikasyonu olusturduklar1 grupta ise
vena sentralislerin ¢evresinde belirgin bag dokusu artisinin oldugu ve bu bag dokunun
komsu vena sentralisler arasinda uzanarak septumlar olusturdugunu rapor etmislerdir (16).
Wang ve ark. ratlarda melatonin uygulamasimin CCl, toksikasyonusonucu olusan karaciger
fibrozisini azalttigin1 gostermislerdir (84). Yapilmis calismalarda CCly uygulanmis ratlarda
oksidatif stres ve karaciger Kupffer hiicrelerinin inaktivasyonunun karaciger fibrozisinde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (85). Tahan ve ark. 14- d dimetilnitrozamin kaynakli
karaciger fibrozisinde melatoninin etkili oldugunu rapor etmislerdir (37). Biz de
calismamizda akut CCly uyguladigimiz Grup 3’ deki sicanlarin Masson trikrom ile
boyanan karaciger kesitlerinde minimal diizeyde fibrozis olustugunu saptadik. Grup 3’ de
olusturdugumuz fibrozis bulgulari iizerine melatonin ve resveratroliin diizeltici etkilerinin
istatiksel olarak anlamli derecede olmadigin1 gordiik (p<0,0001 grup 3 - 4, grup 3 - 5).
Kronik CCls uyguladigimiz grup 8 deki siganlarm karaciger kesitlerinde 6zellikle karaciger
lobiillerinin merkezindeki santral ven c¢evresinde ve yer yer Glisson kapsiiliinde belirgin
fibrotik degisiklikler saptadik (p<0,0001 grup 8 - 9, grup 8 - 10). Kronik CCly hasari
olusturdugumuz siganlarin karacigerlerindeki fibrozis hasar1 iizerine uzun siireli melatonin
ve resveratrol uygulamalarinin belirgin diizeltici etkileri oldugunu tespit ettik. Resveratrol
grubunda istatiksel olarak fark olmamakla birlikte karaciger fibrozis skorunun melatonine
gore daha diisiik oldugu goriildii (Tablo:1). Obez kisilerde inflamatuar degisiklikler ve
fibrozisin hepatik makrovezikiiler steatoz ile birlikteligi bilinmektedir. Alkol hikayesi
olmayan obez ve diyabetiklerin karaciger biyopsilerinde makrovezikiiler yaglanma, karigik
tipte inflamatuar infiltrasyonu ve Mallory cisimcigi ile birlikte fokal nekroz gibi

histopatolojik 6zellikler tantmlamiglardir (86, 87).
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Karaciger yaglanmasinda O©nemli bulgulardan birisi de inflamatuvar hiicre
infiltrasyonudur. Steatohepatitte inflamasyon tipik olarak hafif seyreder ve portal alandan
cok lobiiler tutulum gosterir. Lobiiler inflamasyon, karma tipte inflamatuar hiicre
(mononuklear ve polimorfonuklear 16kosit) infiltrasyonu ile karakterizedir. Lobiiler
inflamasyondaki notrofil hiicreler steatohepatit icin karakteristiktir. Portal infiltrasyon yer
yer goriilir ve mononukleer hiicrelerden olusur (87). Calismamizda akut ve kronik CCly
uygulanan si¢anlarin karaciger kesitlerinde 0zellikle vakuolizasyonun yogun oldugu
karaciger parankimi alanlarinda minimal ve orta diizeyde inflamatuar hiicre infiltrasyonu
belirgindi. Coklu etki mekanizmasina sahip olan melatoninin, en 6nemli 6zelliklerinden
biri anti-inflamatuar etki gosterebilmesidir. Giiclii anti-oksidan molekiillerden olan
melatonin ve resveratrol, toksik serbest radikalleri ortamdan temizlemeleri sayesinde,
organlarda meydana gelen hasarin azaltilmasina yardimci olabilmektedirler. Ayni1 zamanda
proinflamatuar sitokinlerin etkisini engelleyebildikleri de belirtilmistir. Melatonin,
transendotelial hiicre go¢iinli ve 6demi azaltabilmekte, dolayistyla adezyon molekiillerinin
iiretiminin durdurulmasina yardime1 olabilmektedir (88- 90).

(Calismamizda kisa ve uzun siireli melatonin ve resverotrol uygulamalarmim CCly’ {in
karacigerde olusturdugu inflamasyonu belirgin dercede azalttig1 gorilmiistiir. (Tablo 1).
Karaciger yaglanmasinda hepatosit hasar1 genellikle balonlasma dejenerasyonu ve
asidofilik dejenerasyon seklinde iki farkli morfolojik bulgu ile sonuglanmaktadir.
Balonlagma dejenerasyonu, intraselluler ddem sonucu olusur ve sismis hepatositlerle
karakterizedir. Asidofilik cisimcikler ise hepatositlerin apoptozu sonucu olusur ve
eozinofilik sitoplazmik pargaciklar olarak gozlenir (91). Bir c¢alismada resveratroliin
apoptosis ve nekrozis hiicre markirlarmin aktivasyonunu smirladigi gosterilmistir (21).
Bucker ve arkadaglar1 CCly ile karaciger hasari olusturulan siganlarin karacigerlerinde
sentrilobiiler hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu, buzlu cam goriintiisii, nukleuslarda
pleomorfizm ve seyrek olarak nekrotik hiicreler gozlemislerdir (92). Baska bir ¢alismada
Cmar ve ark. CCl; intoksikasyonu sonucu karacigerde sentrolobiiler bdlgedeki
hepatositlerde karyoreksiz ve nekroz tespit etmislerdir (16). Bayram ve ark. CCly
uygulanmis sicanlarm karacigerinde 6zellikle sentrilobiiler bdlgelerdeki hepatositlerde
belirgin balon dejenerasyonu, sik asidofilik sitoplazma dejenerasyonu (tek hiicre nekrozu),

kopriilesme nekrozlar1 ve mitoz gozlediklerini rapor etmislerdir (79). Apoptozun molekiiler
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mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte hiicredeki apoptotik yolaklarin cesitli
sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla
baslamaktadir. Ayrica apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkhiliklar
gostermektedir. Apoptozu etkileyen uyaranlarin bazilar1 su sekilde siralanabilir: Biiyliime
faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, tiimor nekroz
faktor (TNF), TGF-B (Transforming Growth Factor- beta), Fas/FasL sisteminin aktive
olmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir timor slipresor gen olan p53'iin aktive olmasi, viral-
bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler gibi. Apoptoz, hiicrede, biiziisme, hacim
kii¢iilmesi ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel
biliziismenin nedeni, Na, K, CI tasiyici sisteminin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1
arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina
diiser, cevre ile olan baglantilarm1 keser ve mikrovilluslar1 kaybolur (93- 96).
Calismamizda akut ve kronik CCly toksititesi olusturdugumuz siganlarim H&E ve Masson
trikrom ile boyanan karacigerler kesitlerinde yer yer piknotik nukleuslu ve asidofilik
sitoplazmali, ¢cevre hiicre baglantilarini kaybetmis degisik biiyiikliikte apoptotik cisimcikler
ve eozinofilik stoplazmali hepatositler mevcuttu. Elektron mikroskobik incelemede ise yer
yer heterokromatik ve sinirlar1 diizensiz nukleuslar iceren hepatositler tespit ettik. (Resim
17, 21, 22, 61). Kisa ve uzun siireli melatonin ve resveratrol uyguladigimiz gruplarda
apoptotik cisimciklerin ve eozinofilik sitoplazmali hepatositlerin belirgin sekilde azalmisti.
Zavodnik ve ark. siganlarda CCly ile olusturulan karaciger hasari iizerine melatonin
uygulanmast ile bozulmus hepatositlerin, hepatik lobiillerin periferal alanlarinda
smirlandigini, nekrotik degisikliklerin azaldigini, hatta bazi alanlarda sadece birkac
nekrotik hiicrenin goriildiiglinii vurgulamislardir (30). Calismamizda akut ve kronik CCly
uygulanmasiyla olusturulan karaciger hasarindaki hepatosit nekrozunun diizeltilmesi
yoniinde kisa ve uzun siireli melatonin ve resveratrol uygulamasi ile basarili sonuglar elde
ettik. Akut ve kronik CCly uygulanan gruplardaki sicanlarin karacigerlerindeki
inflamasyon ve nekroz skorlarinin uzun ve kisa siireli melatonin ve resveratrol uygulamasi
ile belirgin derecede azaldigini saptadik (p<0,0001 grup 3 - 4, grup 3 - 5), (p<0,0001 grup
8 -9, grup 8 - 10), (Tablo:1).

Toksik maddeler ve ilaglara bagli olarak ortaya cikan siire¢ karaciger hasarinda
oldukca Onemlidir. Bu siirecte Ozellikle serbest oksijen radikalleri ve artmis hidrojen

peroksit gibi prooksidan yapilar ile birlikte profibrojenik yapili baz1 mediatorler de hasari
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artirir. Bu bakimdan hiicresel oksijenaz, NADPH oksidaz veya hiicresel antioksidanlari
aktive etmek yoluyla veya antioksidan enzimlerin aktivasyonu ile oksidatif hasarin
engellenmesi sarttir (12). Bu yiizden tosik karaciger hasarmi 6nleme ve diizeltme acisindan
antioksidan ozelliklere sahip melatonin ve resveratrol gibi bilesiklerin kullanilmasi
onemlidir. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) hepatoselliiler
hasarm en Onemli belirtegleri ve onlarin serumdaki artis1 karacigerde hiicre
membranlarimin fonksiyon bozukluklarina isaret ederler. Park ve ark. farelerde CCly
indiiklenen akut hepatik hasarda CCls uygulamasindan hemen 24 saat sonra serum ALT ve
AST seviyelerinin arttigmi gostermislerdir (14). Yine Zavodnik ve ark. hepatosit plazma
membranlariin hasarindan dolay1 plazmada artan ALT ve AST gibi hepatik enzimlerin
ortalama iki kat arttigimni ancak melatonin enjeksiyonundan sonra plazmada ALT ve AST
seviyelerinde onemli bir degisiklik olmadigini gostermislerdir (30). Fan ve ark. farelerde
CCly ile indiiklenen akut karaciger hasarinda resveratrolin ALT ve AST seviyelerini
azalttigini bildirmislerdir (23). Calismamizda akut ve kronik CCls uygulamasi ile karaciger
hasar1 olusturdugumuz gruplarda lipid peroksidasyonuna bagli karaciger hasar1 sonucu
karaciger enzimlerinden ALT ve AST diizeylerinin anlamli olarak arttigmi belirledik.
Karacigerdeki bu ALT ve AST artisinin melatonin ve resveratrol uyguladigimiz
gruplardaki sicanlarin kan serumlarinda istatiksel olarak anlamli azalisin olmadigi
goriilmiistiir. Bu durum, melatonin ve resveratrol gruplarindaki histolojik degisikliklerin
CCly gruplarma gore daha az olmasi ya da kontrol gruplarmma yakin olmasina ragmen
biyokimyasal verilerin belirgin diizelmemesi, tablonun klinige ge¢ yansimasindan
kaynaklanabilir. Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin serbest radikaller
lehine bozulmas1 olarak tanimlanan oksidatif stres, bircok patolojik durumda ¢ikmaktadir.
Oksidatif stres durumunda ortaya c¢ikan serbest radikaller, fizyolojik olan ve olmayan
bir¢ok siirecte olugsmakta ve oksijenin hem siiperoksit (O;-.), hidroksi (HO.), hidroperoksi
(HO,.), peroksi (ROO.), alkoksi (RO.) gibi radikal tiirevlerini hem de singlet oksijen (10,),
ozon (0O3), hidrojen peroksit (H,O,), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO.) ve
peroksinitrit (ONOO-) gibi radikal olmayan tiirevlerini kapsamaktadir (97, 98).

Bizim ¢alismamizda dahHem akut hem de kronik CCly uygulanan gruplardaki
siganlarin karaciger dokularindaki azalmis olan katalaz (CAT), superoksid dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH) gibi antioksidan sistem

enzimlerinin aktiviteleri, kisa ve uzun siireli melatonin ve resveratrol uygulanan gruplarda
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belirgin sekilde artmistir. Wang ve ark. sicanlarda CCl, ile olusturulan karaciger hasarinda
azalmis olan SOD ve GPx enzim aktivitelerinde, melatonin uygulamasi sonrasinda artig
oldugunu gostermislerdir (84). Glutatyon, serbest radikallere karsi ilk savunma basamagini
olusturur ve oksidatif hasar veya kimyasal reaktif toksik bilesiklere karsi hiicresel
savunmada &nemli bir molekiildiir. Ozellikle de ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu i¢in
gereklidir (32). Eger GSH miktar1 azalirsa karaciger nekrozu baslar. Onceki ¢alismalarda
da CCls kaynakli hepatositlerde GSH’ m, CCly’ e ait reaktif toksik metabolitlerinin
detoksifikasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir (14). Katalaz, hidrojen peroksiti (H,O;), su
(H20O) ve oksijene (O,) parcalayan oksidorediiktaz enzimdir (22). Melatonin ve resveratrol
CAT ve GPx aktivasyonunu artirarak serbest radikal hasarmi azaltirlar (33, 34).
Malondialdehit (MDA), hiicresel membran sistemlerinde lipid peroksidasyonun ana
irliniidiir. Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son {iriinii olarak hizlica hiicresel
yapilara ulasan ozon olusumuna neden olur ve membran denatiirasyonu ve peroksidasyona
yol acan hidrojen peroksid ve reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasina yol acar. Ayrica
kollajen iireten stellate (Ito hiicreleri) hiicreleri aktive ederek fibrozisde rol oynar (34).
Oksitatif stres calismalarinda, organizmada serbest radikal liretimi artismin belirlenmesi
icin lipid peroksidasyonun bir {irtinii olan MDA konsantrasyonu siklikla 6l¢iilmektedir.
Lipid peroksidasyonu, hiicre i¢i zar fosfolipidlerindeki ¢coklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olmasi sonucunda zarlarm lipid yapisini degistirerek hiicre ve
fonksiyonlarii bozan bir olaydir. Bu olaya neden olan serbest oksijen radikalleri normal
metabolizmanmn {irlinii olarak olusabildikleri gibi; organizmanin, toksik ajanlara maruz
kaldig1 durumlarda da ortaya ¢ikabilirler (99- 101). Karbontetrakloriir kaynakl karaciger
hasarinda resveratroliin antihepatotoksik etkisi ile MDA seviyesinde azalis ve GSH
seviyesinde artis olmaktadir. Dani ve ark. oral verilen resveratrol iceren lizim suyunun
kronik CCly kaynakli hasarda protein oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu azalttigini
bildirmislerdir (29). Bujanda ve ark. yaptigi calismada MDA seviyesinin resveratrol
grubunda steatoz grubuna gore daha az oldugunu gostermislerdir (20).

Calismamizda CCly toksisitesi artmis oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonunun
son irlinii olan MDA seviyesini belirgin sekilde arttirmistir. Buna karsilik giiglii
antioksidan 6zellikleri 1y1 bilinen molekiiller olan melatonin ve resveratroliin karacigerdeki
antioksidan enzimlerin aktivitelerini belirgin sekilde arttirict yonde etki ettigini belirledik.

Bu nedenle toksik karaciger hasarinda 6nemli etkiye sahip oksitatif stresin azaltilmasi ve
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total antioksidan kapasitenin arttirilmasinda melatonin ve resveratroliin kullanimin yararl
olabilecegi diisiincesindeyiz. Sindirim sistemi ile karbonhidratlar monosakkaritlere kadar
parcalanarak, gerektiginde glukoz seklinde kana verilmek iizere glikojen seklinde
hepatositlerde depolanir. Glikojen hepatositlerin sitoplazmasinda graniiler formda bulunur
ve PAS boyanmasi ile 151k mikroskobik olarak belirlenebilir. Ultrastriiktiirel olarak da rozet
formundaki graniiller seklinde goriilir (57). Erdogan ve ark. CCly ile olusturduklari
karaciger hasarinda hepatositlerdeki glikojen miktarindaki azalmay: bildirmislerdir (19).
Biz de calismamizda akut ve kronik CCl toksititesi olusturdugumuz siganlarmm PAS
boyanan karaciger kesitlerinde 6zellikle zon 3° de yerlesik hepatositlerde ileri diizeyde
glikojen kaybi belirledik. Melatonin ve resveratrol uygulamalarinin bu glikojen kaybini bir

dereceye kadar engelledigini saptadik (Tablo:9).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada sicanlarda akut ve kronik karbontetrakloriir uygulamasi ile olusturulan
karaciger toksititesi tizerine resveratrol ve melatoninin karacigeri koruyucu ve karaciger
hasarin1 azaltict etkinliginin olup olmadigi 151k mikroskobik, elektron mikroskobik ve
biyokimyasal yontemler kullanilarak arastirilmistir. Calismanin sonucunda resveratrol ve
melatoninin karaciger toksititesinin histolojik ve biyokimyasal bulgularini 6nemli derecede
diizeltici etkinligi oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir. Bundan sonraki asamalarda
resveratrol ve melatoninin etki mekanizmalarinin ve etkin dozlarinin tam olarak

belirlenmesi yoniinde ¢aligmalar yapilmas1 uygun olabilir.
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