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1.GIRIS VE AMAC

Karaciger insan viicudunda bulunan en biiyiik i¢ organ olup, biiylik boliimii sag iist
kadranda, kii¢lik bir boliimii ise sol iist kadranda yer almaktadir. Proteinlerin sentezi, kandan
besinlerin alinmasi ve depolanmasi gibi fonksiyonlar1 yerine getirmektedir. Gerek oral
gerekse parenteral yolla alinan ilaglarin, toksik maddelerin metabolizmasinda ve
detoksifikasyonunda gorev alir (Crawford JM. 2015). Ayrica vitaminlerin depolanmasinda ve
safranin sentezinde rol alir (Ahsan MR ve ark. 2009). Bag dokusu tarafindan sarilmis 4 lobtan
olusur. Diger pek ¢ok organ gibi bag dokusu yapisindaki stroma ve organize fonksiyonel
hiicre grubu olan parankimden olusur (Kierszenbaum AL. 2006).

Tiim bu islevler nedeniyle, karaciger hastaliklar1 halk sagligina yonelik temel tehditler
arasinda yer almaya devam etmektedir ve diinya ¢apinda 6nemli bir sorundur (Adewusi EA ve
ark. 2010, Asha VV ve ark. 1998). Karaciger hastaligi; hiicrelere, dokulara, yapiya veya
karaciger fonksiyonlarina zarar gelmesi olarak tanimlanabilir. Bu zarar bakteri, viriis veya
parazit gibi biyolojik faktorlerden; primer biliyer siroz gibi otoimmiin hastaliklardan; g¢esitli
ilaglarin, toksik igerikli bilesiklerin ya da alkoliin alimindan kaynaklanmaktadir (Casafont-
Morencos F ve ark. 2008, Deshwal N ve ark. 2011).

Doksorubisin ¢esitli lenfoma, 16semi, sarkoma ve solid organ tiimorlerinin tedavisinde
kullanilan en etkili antineoplastik ilaglardan biridir (Shabalala S ve ark. 2017, Gewitz DA.
1999, Minotti G ve ark. 2004, Mross K 1991, Sayed-Ahmed M.M. ve ark. 2010). Yaygin
kullanimina ragmen doksorubisinin sitotoksik etkileri ¢ok yonliidiir ve en ¢ok kardiyotoksisite
ve hepatotoksisite yapmaktadir (Carvalho C ve ark. 2009). Doksorubisinin toksik etkileri;
DNA iizerinde degisime sebep olmasi, serbest radikaller ve oksidatif stres iiretimiyle
gerceklesmektedir (Granados-Principal S ve ark. 2010). Viicutta olusan oksidatif strese karsi
antioksidan savunma sistemi aktif hale gecer; ancak reaktif oksijen tiirlerinin artmaya devam
etmesi bu dengeyi bozar. Buna paralel olarak doksorubisin kullanilan deneysel hayvan
caligmalarinda antioksidan enzim seviyelerinde diistisler gozlenmistir (Othman Al ve ark.
2008). Doksorubisine bagli toksisitenin patogenezinde serbest radikaller ve antioksidanlarin
rol oynadigina dair ¢alismalarin artmasiyla birlikte doksorubisin toksisitesi tizerine gesitli

etken maddeler, antioksidanlar ve antioksidan ozelligi sergileyen maddelerin kullanim



denemeleri glindeme gelmistir (Gokcimen A ve ark. 2007, Cegen E ve ark. 2011, Saleem MT
ve ark. 2014).

Apelin-13 molekiili etkilerini APJ adli reseptorii ile gosteren bir adipositokindir.
Apelin-12, apelin-13 ve apelin-36 gibi formlar1 bulunan molekiiliin en potent formu apelin-13
tiir. APJ reseptorii; merkezi sinir sistemi, akcigerler, kardiyovaskiiler sistem, gastrointestinal
sistem basta olmak iizere pek ¢ok dokuda bulunmaktadir (O’Dowd BF ve ark. 1993). Hepatik
hasar1 olan si¢anlarda apelin-13 uygulanmasiyla alanin amino transferaz, aspartat amino
transferaz ve laktat dehidrogenaz enzim seviyelerinde diislis saptanmustir. Apelin-13
uygulamasi sonrasi proinflamatuar sitokinlerin(interlokin-1, interlokin-6) seviyesinde diisiis,
antiinflamatuar sitokin olan interlokin-10 seviyesinde ise artis gosterilmistir (Emam MN ve
ark. 2016). Egzojen olarak verilen apelinin karaciger doku hasarmin diizelmesi {izerinde
olumlu etkileri gosterilmistir. Platelet kaynakli biiylime faktorii ve proinflamatuar sitokinlerin,
stellat hiicrelerde APJ nin expresyonunu artirdig1 gosterilmistir (Yokomori H ve ark. 2011).

Tim bu kaynaklardan yola ¢ikilarak g¢alismamizda doxorubisin ile indiiklenmis
hepatotoksisite lizerine apelin-13 molekiiliiniin etkisisinin histokimyasal,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yonden arastirmayr planladik. Elde edecegimiz
bulgular 1s181nda yapilacak yeni caligmalarda, ilaca bagimli karaciger hasar1 gelisen hastalarda

apelin-13 kullanilarak olusan hasarin azaltilmasi yoniinde faydali olacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1.Karaciger
2.1.1.Karaciger Anatomisi

Karaciger viicutta bez yapidaki en biiyiik i¢ organ olup besinlerin metabolizmasini ve
metabolizma sonucu tretilen toksik atiklarin detoksifikasyonunu saglar (Ozougwu ve ark.
2014). Karacigerin agirhigi kadinlarda ortalama 1200 ile 1400 gr erkeklerde ise 1400 ile 1800
gr arasinda olup eriskin viicut agirligi toplaminin yaklasik % 2.5’ unu olusturur ( Kaplan ve
ark. 2014, Ross ve ark. 2014 ).

Karaciger karin boslugunun sag iist ¢eyreginde bulunan hemidiyafragmanin altindaki
gogiis kafesi tarafindan korunup, mevcut konumunu etrafindaki organ ve yapilara ligament6z
baglarla baglanarak korur (Sherif ve ark. 2010). Visseral ve diafragmatik yliz olmak tizere iki
yiizli vardir. Diafragmatik yiizde; sag stte plevra ve akcigerle, sol iistte kalp ve perikardla,
onde kostalar ve processus xiphoideusla, arkada ise vena cava inferior, glandula suprarenalis
ve Ozefagusla komsudur. Visseral yiiz ise konkav yapida olup karin i¢ organlar ile komsudur.
Facies visceralise komsu olan yapilar; vena cava inferior, vesica biliaris, sag bobrek ve bobrek
listii bezi, duodenumun 2. kitasi, flexura koli dekstra ve midedir. Visseral yliziin ortalarinda
porta hepatis denilen biiyiik bir gecit bulunur. Buradan portal ven ve etrafindaki sinir agi ile
birlikte arteria hepatica propria, safra kanallar1 ve lenf kanallarim1 geger (Kaplan ve ark.
2014).
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Resim 1. Karaciger Anatomisi (Busti AJ. 2015)

Karaciger distan parlak fibroz yapida Glisson kapsiilii (kapsula fibroza) adi verilen
yaptyla kaplidir. Kapsiilii de distan karacigerin direk temas ettigi diyafragma ve visseral
organlara yapistig1 yerler disinda ser6z bir kilif sarar. Buna visseral periton denir (Ross ve
ark. 2014). Karaciger; fossa vesica biliaris, area nuda, sulcus vena cava, fissura ligamenti
teretis, fissura ligamenti venosi ve porta hepatis hari¢ peritonla kaplhidir (Kaplan ve ark. 2014).

Karaciger, diafragma ve karin 6n duvarina 6 adet ligament araciligiyla baglanir
(Kaplan ve ark. 2014, Cumhur ve ark. 2001). Yukarida sag ve sol trianguler ligamentleri
olusturmak tizere disa dogru ilerleyen koronar ligament tarafindan diaframa, 6nde falciform

ligament ve porta hepatis ile gastrohepatik ve hepatoduodenal ligamentler tarafindan karin 6n



duvarina baglanir. Hepatoduodenal ligament hepatik arter, portal ven ve ekstrahepatik safra

duktuslari dahil tiim porta hepatisi sarar ( Juza ve ark. 2014, Schulick ve ark. 2006).

diaphragma (kaldirms) lig. coronarium

lig. triangulare sinistrum
——appendix fibrosa hepati:
lobus hepatis sinister

lig. falciforme hepatis

J - margo inferior hepatis

lig. teres hepatis (oblitere v. umbilicalis) (lig.
falciforme'nin serbest kenarunt olugturur)

oV

lig.
coronarium v. cava inferior

impressio suprarenalis
-lig.  coronarium'un
hepatorenal  kismi
lig. triangulare dex.
ductus choledochus
~ductus  hepaticus  communis

Impressio gastrica
I I Lk ! \ = —ductus  cysticus
oesophagea g AN 47 — impressio  renalis
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Resim 2. Karacigerin Yiizleri ve Konumu (Netter FH. 2006).
Karaciger agir bir organ oldugundan batin i¢indeki mevcut pozisyonunu korumasi
sadece ligamental baglantilariyla sinirlanamaz. Ek olarak bir¢ok faktor karacigerin konumunu

korumasina yardim eder. Ornegin; diafragmanin altindaki negatif basing karacigeri yerinden



tutan faktorler arasinda en 6nemlisidir. Yine batin i¢i organlarin iizerine oturmasi ve karin
kaslarmin mevcut tonusu karacigeri yerinde tutan etmenler arasindadir (Kaplan ve ark. 2014).

Karaciger zengin bir damar ag sistemine sahip olup istirahat esnasinda toplam
kardiyak outputun %25’ini alir (Ortug ve ark. 2002). Hem hepatik arterden (%20-40) hem de
portal venden (%60-80) gelen benzersiz ikili kanlanma sistemi sayesinde 1500 cc/dk kan
girisi olur.

(Colyak trunkus; diaframin arasindan, T12 - L1 seviyesinde, abdominal aortun 6n
yiizeyinden ¢ikarak common hepatik arter, splenik arter ve sol gastrik arter olmak iizere 3 dal

veren kisa bir yapidir (yaklasik 1 cm) (Agur ve ark. 2013) (Resim 3).
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Resim 3. Trunkus Colyakus ve Dallar1 (Schiinke M ve ark. 2009)

Hepatik arter karacigere portal ven ve hepatik kanallarla birlikte portal kapidan girip
dallara ayrilir. Glisson kapsiiliinde, oradaki damar ve duktus katlarinin beslenmesini saglayan
vaginal dallar1 verir. Ayrica organ ylizeyinde uzanan ve stellat pleksusun fibr6z tabakasinda
biten kapsiiler dallar verir. Son olarak, interlobuler venlerin ve eslik eden safra kanallarinin
duvarlarini beslemek icin her lobiil disinda bir pleksus olusturan interlobiiler dallar verir. Bu

pleksustan gelen interlobiiler dallar lobiile hiicre aralarindaki siniisoidlerden girerek sonlanir

(Gray ve ark. 2000, Netter FH. 2006).
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Resim 4. Intrahepatik Damar ve Kanal Sistemi (Netter FH. 2006)

Karacigerin diger besleyici damart olan portal ven ise pankreas boynunun arkasinda
superior mezenterik ven ve splenik venin birlesmesiyle olusur. Vena porta’ya baglanan ek
vendz dallar arasinda; koroner(sol gastrik) ven, cystic ven ve sag gastrik ven ile
pankreatikoduodenal venin dallari yer alir (Abdel-Misih ve ark. 2010). Daha sonra portal ven
hepatik arterle birlikte ligamentum hepatoduodenale i¢inde uzanarak porta hepatise gelir.
Karacigerde hepatik arter dallar1 ile birlikte seyredip vena centralise agilir. Santral venler
birleserek vena hepatica’lar1 olusturur. Bu venler portal venden gelen kanlar inferior vena

kavaya tasir (Kaplan ve ark. 2014, Netter FH. 2006).
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Resim 5. Karacigerde Kan Ve Safra Akimi1 (Ross MH ve ark. 2014)

Portal ven basmci 3-5 mmHg arasinda olan diisiikk basingli bir sistem olup valv
icermez. Koroner (sol gastrik) ven, portal hipertansiyon gelistiginde biiyiik bir porto-sistemik
sant haline geldiginden ve olusan gastrodzofageal varisi beslediginden klinik olarak 6zellikle
onemlidir (Skandalakis ve ark. 2004). Bu portosistemik baglantilar viicutta gastrodzofageal
bolgede (sol gastrik venin dali ile azygos veni arasinda), rektumda (iist, orta ve inferior rektal
ven arasinda), periumbilikal bolgede (sol portal, umbilikal, paraumbilikal ven ve yiizeyel ile
derin epigastrik ven arasinda) ve retroperitoneal (kolon ve dalak venleri ile renal, suprarenal
ve gonadal venlerin arasinda) bulunur (Agur ve ark. 2013).

Safra; su, kolesterol, fosfotidilkolin (lesitin), safra tuzlari (en 6nemlileri taurokolik asit
ve deoksikolik asit tuzlar1), safra pigmentleri (bilirubin ve biliverdin) ve elektrolitlerin
birlesimiyle olusur. Karaciger intrahepatik safra kanal sistemi, hepatositlerde tiretilen safranin
duodenuma tasinmasindan sorumlu olan ve portal venoz sistemi takip eden ¢oklu kanallardan
olusur (Ross MH ve ark. 2014, Blumgart LH ve ark. 2007). Hepatosit kenarlarindan ¢ikan bu
ilk safra kanalciklarin1 (canaliculus biliferi) sadece karaciger hiicre duvarlari sinirlar.
Canaliculus biliferiler daha sonra digerleriyle birleserek biiyiir, duvarlar1 kalinlasir ve ductus
biliferileri olustururlar. Bunlar da karaciger lobiilleri arasindaki (Kierman araligi) ductus
interlobularis biliferiye dokiiliir. Ductus interlobularis biliferiler de birleserek nihayetinde sag
ve sol ana hepatik duktus olarak porta hepatise ulasir (Kaplan ve ark. 2014). Sag ve sol ana

hepatik duktus bir araya gelerek ductus hepaticus communis’i olusturur. Ductus hepaticus



communis de hepatoduodenal ligamentin i¢inde ductus cysticus ile birleserek koledok
kanalini olustururlar (Northover ve ark. 1979, Terblanche ve ark. 1983 ).

Karaciger, biinyesinde iiretilen lenfatik drenajin sirkiilasyona katildig1 yiizeysel ve
derin lenfatik aga sahiptir (Skandalakis ve ark. 2004). Derin lenfatik ag; hepatik venler
yoluyla lateral frenik nodlara ve portal ven dallar1 ile hilusa dokiilen daha biiyiik bir lenfatik
drenajdan sorumludur (Blumgart ve ark. 2007). Superfisiyal lenfatik drenaj ise Glisson
kapsiiliiniin 6n ve arka ylizeyindeki lenfatik akim iletiminden sorumludur. Karaciger 6n
yiiziindeki lenfatik drenaj, frenik lenf nodlarina oradan da mediastinal ve internal mammarial
lenf nodlarma dokiiliir. Arka ylizeydeki lenfatik ag; sistik kanal, koledok kanali ve
peripankreatik lenf nodlarinin yani sira perikardiyal ve ¢olyak lenf nodlariyla birlikte hiler
lenf diiglimiine drene olurlar (Abdel-Misih ve ark. 2010).

Karacigerin sempatik ve parasempatik olmak iizere iki tip innervasyonu vardir (Ger ve
ark. 1989). Sempatikleri nervi splanchnici’den parasempatikleri ise sag ve sol nervus vagustan
gelir. Sempatik ve parasempatiklerden gelen lifler 6nce ¢olyak pleksusu olusturur. Colyak
pleksustan ¢ikan lifler hepatik arter ve portal ven etrafinda pleksus hepaticusu olusturarak
karaciger girer. Hepatik damarlarda sadece sempatik lifler bulunurken, safra kesesi ve safra
kanallarinda sempatik ve parasempatik lifler beraber seyreder. Duyu lifleri sempatik liflerle
beraber uzanir ve T8-11 segmentleri arasinda medulla spinalis’e girer. Bu nedenle karaciger
kaynakli agrilar 10. interkostal sinir dermatomunda hissedilir (Kaplan ve ark. 2014). Ek
olarak karacigerin iizerini kaplayan paryetal peritonun duyusu nervus phrenicus tarafindan
alinir (Roncati ve ark. 2017). Bu nedenle karaciger paryetal peritonu kaynakli agrilar da sag

omuz bolgesinde hissedilir (Kaplan ve ark. 2014).

2.1.2.Karaciger Embriyolojisi

Karaciger tomurcugu ya da diger adiyla hepatik divertikiil, 3. haftanin ortas1 ile 4.
haftanin basi arasinda on bagirsagin kaudalinden ventral yonde bir ¢ikinti olarak belirir
(Sadler TW. 2012, Moore KL ve ark. 2016). Hepatik onciil progenitdr hiicreler, Wnt/f-
katenin sinyal yolagi araciligiyla hepatositlere farklanir ve prolifere olurlar. Hepatik
divertikiiliin embriyonik endoderme ait iki farkli hiicre grubundan gelistigi diistintilmektedir.
Embriyonik donemde gelismekte olan kalpten salgilanan fibroblast biiytime faktorii(FGF),
bipotent hiicreleri uyarir ve karaciger tomurcugu olusumunu indiikler (Monga SPS. 2014,

Lade AG ve ark. 2011).
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Resim 6. Karaciger Gelisiminin Baglangici (Sadler TW. 2012)

Hepatik divertikiil ventral mezogastriyum bolgesinde iki parcaya ayrilir. Hepatik
divertikiiliin karaciger taslagini olusturan kismi daha genis olan kraniyal parcgasidir.
Endodermal hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve hepatosit kordonlari ile intrahepatik safra
kanallarin1 ddseyen epiteli olusturur. Hepatik kordonlar belirli bir diizenle ag seklinde
yayilarak hepatik siniizoidlerin taslagini olustururlar. Karacigerin geriye kalan hematopoetik
dokusu, fibroz dokusu ve Kupffer hiicreleri septum transversum mezenkiminden gelisir. Hizla
biiyliyen karaciger, gelisimin 5. ile 10. haftalar1 arasinda iist abdominal kavitenin ¢ok biiytik
bir kismin1 kaplar. Baslangigta karacigerin iki ana lobu olan sag ve sol lobun biiytkliikleri
aynidir, zamanla sag lob sol loba gore daha fazla biiylir ve eriskinlerdeki sag-sol lob
arasindaki gibi bir fark olusmaya baslar. Hematopoez nedeniyle 6. haftadan itibaren kirmizi
bir renk alan karaciger, 9. hafta itibariyle fetiisiin toplam viicut agirhigmin yaklasik
%10 ununu olusturur. 12. haftada hepatositler safra iiretimine baglar (Moore KL ve ark. 2016,
Sadler TW. 2012).
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Resim 7. Gelisimin 5.-6. Haftas1 (Sadler TW. 2012).

Karaciger tomurcugunun kiigiik olan kaudal pargasi safra kesesini, tomurcugun sapi
ise sistik kanali olusturur. Baslangicta epitel hiicreleriyle tikali olan ekstrahepatik safra
kanallari, zamanla bu hiicrelerin dejenerasyonu sonucu vakuolleserek kanal yapisini olusturur.
Koledok kanali(safra kanali), hepatik ve sistik kanallar1 duodenuma baglayan kordondan
gelisir. 13. haftadan sonra kanaldan ge¢ip duodenuma ulasan safra, mekonyumun koyu yesil

bir renge biirinmesini saglar (Keplinger KM ve ark. 2014, Vakili K ve ark. 2008).

2.1.3.Karaciger Histolojisi

Karaciger insan viicudunda bulunan en biiyiik ekzokrin bez olup, biiyiik boliimii sag
ist kadranda, kiiciik bir bolimii ise sol iist kadranda yer almaktadir. Proteinlerin sentezi,
kandan besinlerin ve vitaminlerin alinmasi ve depolanmasi ve ayrica dagitilmasi
fonksiyonlarin1 yerine getirmektedir. Gerek oral gerekse parenteral yolla alinan ilaglarin,
toksik maddelerin metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda gérev alir (Crawford JM. 2015).
Bag dokusu tarafindan sarilmis 4 lobtan olusur. Diger pek ¢ok organ gibi bag dokusu
yapisindaki stroma ve organize fonksiyonel hiicre grubu olan parankimden olusur
(Kierszenbaum AL. 2006, Ross MH ve ark 2014, Junqueira LC ve ark. 2003, Ovalle WK ve
ark. 2009).
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2.1.3.1.Stroma

Karaciger digtan vissSeral periton adi verilen serdz zarla kaphdir. Visseral periton tek
katl1 yass1 epitel diger bir adiyla mezotelyum yapisindadir ve altinda ince bir bag dokusu yer
alir. Visseral peritonun hemen altinda karacigeri saran fibréz bag dokusu yapisinda bir kapsiil
vardir. Bu kapsiile Glisson kapsiilii ad1 verilir. Glisson kapsiilii hilum bolgesinden igeri dogru
ilerleyip, portal ven damar agin1 ve safra kanallarii takip eden bir bag dokusu olarak devam
eder. Boylece karaciger loblara ve lobiillere boliinmiis olur. Lobiillerin birbirleriyle birlestigi
alanlarda bag dokusunun kalinlig1 artmistir ve enine kesitlerde tiggen seklinde gézlenen bu
bolgelere portal aralik veya portal triad ad1 verilir. Burda hepatik arterin dali, portal venin dal
ve safra kanali yer almaktadir. Arter, daha diizglin liimenli ve daha kalin duvarlidir. Venin ise
limeni daha diizensiz ve damar duvari1 daha incedir. Safra duktusu tek katli kiibik epitele
sahip oldugundan arter ve venden ayirt edilebilmektedir (Ovalle WK ve ark. 2009, Paker S.
1993).

2.1.3.2.Parankim

Organize hepatosit kordonlarindan olusur. Bu kordonlar eriskinde tek hiicre
kalinligindadir ve siniizoidal kapillerler tarafindan birbirinden ayrilmiglardir. 6 yasina kadar
ise bu kordonlar iki hiicre kalinliginda diizenlenmislerdir. Karacigerin yapisi fonksiyonel
acidan incelenmesi i¢in klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniisii olmak tizere 3 farkli

sekilde incelenir.
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Resim 8. Klasik Lobiil, Portal Lobiil ve Karaciger Asiniisii (Ross MH ve ark. 2014)
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Klasik lobiil; altigen seklindeki doku kitlesidir. Lobiiliin merkezinde santral
ven(terminal hepatik veniil) yer alir. Altigenin kdselerinde portal triadlar yer alir. Hepatosit
kordonlar1, klasik lobiiliin merkezindeki santral venden, lobiiliin periferine dogru isinsal
tarzda uzanir. Hepatosit kordonlarinin arasindaki sintizoidler merkezdeki santral vene drene
olmaktadir. Portal kanal, lobiilin en disindaki hepatositlerce sinirlandirilir; bu bdolgedeki
hepatositlerle bag dokusu yapisindaki stroma arasinda periportal aralik(Mall araligi) adi
verilen bir aralik vardir. Periportal aralik karaciger lenfatik drenajindan sorumlu yerlerden
biridir. Domuz gibi bazi tiirlerde klasik lobiil yapisi daha belirgindir; insanda ise klasik

lobiiliin sinirlar1 ¢ok belirgin degildir.

Santral ven
Hepatik

sinlizoidler

Safra kanal

Portal ven

Hepatik
arter

Resim 9. Karaciger Klasik Lobiil Yapist (Ross MH ve ark. 2014)

Portal lobiil; merkezi portal alandaki safra duktusu olan, dis kenarlar1 ise ayn1 portal
alana en yakin 3 santral ven arasindaki sanal ¢izgilerdir. Portal alandaki safra kanalina drene
olan safrayi lireten alan1 tanimlar ve karacigerin ekzokrin fonksiyonunu gosterir.

Karaciger asiniisii; eskenar dortgen seklindeki karacigerin en kiiclik fonksiyonel
birimidir. Bu eskenar dortgen, komsu 2 klasik lobiil arasindaki 2 santral ven ve bu 2 santral
venin arasinda kalan 2 portal triadin oldugu yeri tanimlar. Karaciger asiniisii, karaciger
patolojisi, kan perfiizyonu ve metabolik faaliyet yoniinden en iyi korelasyonu saglayan
yapisal birimdir. Karaciger asiniisiindeki hepatositler, kisa ekseni ¢cevreleyen 3 konsantrik zon

halinde bulunurlar. Zon 1, kisa eksene ve hepatik arterin dali ile portal venin dalindan gelen
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kan destegine en yakin olandir. Zon 1, klasik lobiiliin en periferine karsilik gelir. Portal triada
en yakin olan zon olmas1 dolayistyla sinlizoidal kandan gelen toksinlere, besin maddelerine,
oksijene daha ¢ok maruz kalan bélgedir. Dolasim bozuldugunda bile siniizoidal kana yakin
pozisyonda olmalarindan dolayr en son dlen ve ilk dlen hiicrelerdir. Ancak safra kanal
tikaniklig1 ve toksinler bu zonu etkiler. Zon 3, kisa eksene en uzak ama santral vene en yakin
olan zonu ifade eder. Zon 3’teki hiicreler, zon 1’in tersine kan perfiizyonundaki azalma
sonucu iskemik nekroza ve yag birikimine ilk ugrayan zondur. Toksik maddelere ve safra
tikanikligina ise en ge¢ maruz kaldigindan en son yanit veren hiicreler zon 3’tedir. Zon 2 ise
keskin sinirlarla belirli olmamasina ragmen zon 1 ve zon 3 arasinda yer alan, morfolojik ve
fizyolojik agidan zon 1 ve 3’teki hiicrelere gore orta diizeyde olan bolgedir (Ross MH ve ark.
2014).

uzun eksen

zonlar

santral ven

Resim 10. Karaciger Asiniisii ve Zonlar1 (Ross MH ve ark. 2014)

Siniizoidlerde kan santral vene yani merkeze dogru akmaktadir. Santral ven klasik
karaciger lobiiliiniin merkezi boyunca ilerler ve bir sublobiiler vene bosalir. Birkag sublobiiler
ven hepatik venleri olusturarak, vena kava inferiora bosalir. Hepatik siniizoidler ince ve
kesintili bir bazal laminaya sahiptir. Buradaki endotel hiicreleri diyaframsiz ve genis
fenestralidir (William KO ve ark. 2009).

2.1.3.3.Hepatositler
Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %80’ini olusturan hepatositler genis, poligonal ve

her diizlemde 20-30 um boyutundaki hiicrelerdir (Ross MH ve ark. 2014). Hepatositlerin
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merkezinde yer alan niikleuslar1 genis ve kiire sekillidir. Hepatositler yaklasik %20’si ¢ift
niikleusludur. Her niikleusta iyi gelismis en az 2 adet niikleolus bulunur. Sitoplazmasi
genellikle asidofilik boyanma o6zelligi gosterir. Hepatositler kordon ya da plak olarak
adlandirilan diizenli bir yapida organize olmuslardir (Junqueira LC ve ark. 2003, Ovalle WK
ve ark. 2009).

Cesitli boyama teknikleriyle hepatositler organel diizeyinde incelenebilmektedir. Her
hepatositte sayis1 1000°e kadar ¢ikabilen mitokondriler, cok sayida peroksizom, kii¢iik ¢coklu
golgi kompleksleri, bazofilik olarak goziiken graniillii endoplazmik retikulumlar(gER) ve
serbest ribozomlar bulunur. Bunlar disinda Periyodik asit-Schiff(PAS) yontemi ile
gosterilebilen glikojen birikimleri, toluidin mavisi ya da Sudan Black boyasi ile gozlenebilen
lipid damlaciklar1 ve lizozomlarda bulunan yashlik pigmenti olarak da bilinen lipofuskin
pigmenti gézlenebilir. Her hepatositte yaklasik 200-300 adet peroksizom bulunur. Yapisinda
katalaz, D-amino asit oksidaz ve alkol dehidrogenaz enzimleri igermektedir. Ozellikle
hidrojen peroksitin pargalanip, toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasinda peroksizomda yer
alan katalaz enzimi biiyiik bir role sahiptir. Hepatositlerde diiz endoplazmik retikulum sayzsi,
o sirada karacigerin maruz kaldigi ilag ve toksinlere gore degiskenlik gosterebilmektedir.
Ciinkii toksinlerin ve ilaglarin metabolize edilmesinde gorev alan enzimleri icermektedir
(Ross MH ve ark. 2014, Ovalle WK ve ark. 2009, Hiatt JL ve ark. 2013).

Hepatositler ¢ok ylizeyli olmalarina ragmen, kolaylik bakimindan 6 ylizeyli olarak
tanimlanir. Bu yiizeylerden ikisi perisiniizoidal araliga bakar. Perisinilizoidal aralifa bakan
kisimda bolca mikrovillus bulunmaktadir. Diger 4 yiizii ise safra kanalikiillerine ve komsu

hepatositlere bakar.
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Resim 11. Hepatosit Plagi (Ross MH ve ark. 2014).

2.1.3.4.Karacigerin Diger Hiicreleri

Hepatik siniizoidler diger siniizoidlerden farkli olarak duvarlarinda Kupffer hiicresi
bulundurur. Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositik sistemin {iyesi olan O6zellesmis bir
makrofajdir. Endotel hiicrelerine goére daha biiyiikk olan bu hiicreler, yasl eritrositlerin son
yikimlarinda gorevlidir (Ross MH ve ark. 2014, Hiatt JL ve ark. 2013).

Endotel hiicreleri hepatik siniizoidleri kaplar. Kesintili bir bazal laminasi vardir.
Diyaframsiz olan endotel hiicreleri genis fenestralara sahiptir ve diger komsu endotel
hiicreleriyle aralarinda genis bosluklar bulunmaktadir. Hepatositlerin bazal yiizeyleri ile
sintizoidleri doseyen Kupffer hiicreleri ve endotel hiicreleri arasinda Disse araligi da denilen
perisiniizoidal aralik bulunmaktadir. Disse araligi, karaciger ile kan hiicreleri arasinda madde
aligverisi yapilan bolgedir. Hepatositlerin bazal yiizeylerinden Disse aralifina dogru diizensiz,
kiiciik mikrovilluslar uzanir. Bu mikrovilluslar sayesinde yiizey alan1 6 kat artar ve emilim
artirilmis olur. Endotel hiicrelerin kesintili bir bazal laminasi olmasi sayesinde burada madde
aligverisi bariyer olmaksizin gergeklesebilmektedir (Ross MH ve ark. 2014, Hiatt JL ve ark.
2013).
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Resim 12. Hepatik Siniizoidin Elektron Mikroskobik Goriintiisti (Ross MH ve ark. 2014)

Stellat hiicreler(Ito hiicreleri), disse araliginda bulunur. Endotel hiicrelerine yakin
konumda bulunurlar ve hepatositlerin bazal yiizeylerinde yer alan mikrovilluslara gomiilii
halde bulunurlar. Lipid igeren bu hiicreler mezensim kaynaklidir ve A vitamininin
metabolizmasinda ve depolanmasinda gorev alirlar (Kierszenbaum AL. 2006). Retinil
esterleri halinde depolanan A vitamini, stellat hiicrelerden alkol formu olan retinol seklinde
retinol-baglayici baglayici proteine bagli olarak salinir. Daha sonra retinaya giden retinol,
izomeri olan 11-cis retinalin opsin proteinine baglanmasiyla retinanin rod ve koni hiicrelerinin

gorme ile ilgili pigmenti olan rodopsine doniisiir (Ross MH ve ark. 2014).
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2.1.3.5.Biliyer Agac¢

Kolanjiyosit ad1 verilen epitel hiicreleri ile doseli olan biliyer agag; safranin iiretildigi
yer olan hepatositlerden safra kesesine ve daha sonrasinda bagirsaga dokiildiigli yere kadar
olan ve ¢api gittikge artan kanal sistemidir. Kolanjiyositler hepatositlere benzer olarak apikal
bolgelerinde liimene uzanan mikrovilluslar igerir. En kiiglik safra kanallar1 tek katl kiibik
epitelle doseli iken, safra kanalinin c¢api arttikca epitel hiicrelerinin boyutu biiyilir ve
prizmatiklesir (Ross MH ve ark. 2014, Ovalle WK ve ark. 2009, Hiatt JL ve ark. 2013).

Safra kanalikiilleri biliyer agacin en kiiclik dallaridir. Zonula adherens ve
desmozomlar araciligiyla hiicrenin diger kisimlarindan ayrilmiglardir. Safra akisi kan
akiminin tersine merkezden perifere dogrudur, yani santral ven bolgesinden portal triada
dogrudur. Safra kanalikiili lobiil igersinde ilerleyip portal kanala ulastiginda Hering
kanallarina doniistir. Hering kanallarinin désemesinde hem kolanjiyositler hem de hepatositler
bulunur. Hering kanali kontraktildir, bu sayede safranin akis1 saglanir. Hepatositler ve
kolanjiyositler arasindaki bu bdlgede yer aldigindan karaciger kok hiicrelerinden olustugu ya
da karaciger kok hiicrelerini de ihtiva ettigi diistinlilmektedir. Hering kanalindaki safra,
tamamen kolanjiyositlerden olusan intrahepatik safra kanalindan akmaya devam eder.
Inrtahepatik safra kanallari ise safray1 portal triadin bir kismimi olusturan interlobiiler safra
kanallarina tagir. Bu kanallar tek katli kiibik yapidaki kolanjiyositlerce dosenmistir. Safra
kanallar1 genisleyip ilerledikce epiteli hem kiibikten prizmatige dogru biiylir hem de elastik
lifler iceren siki bir bag dokusu ile sarilirlar. Bu kanallar hilusa ulastiklarinda bu bag dokusu
ierisinde diiz kas lifleri de goriilmeye baslar. Interlobiiler kanallar birleserek sag ve sol
hepatik kanallari, sag ve sol hepatik kanallar da birleserek duktus hepatikus kommunisi(ortak
hepatik kanal) olusturur. Duktus hepatikus kommunis 3 cm uzunlugundadir ve yiiksek
prizmatik epitelle doselidir. Duktus hepatikus kommunis sistik kanal araciligiyla safra kesesi
icine ve disina tagir. Sistik kanal ve duktus hepatikus kommunis birleserek ortak safra kanalini
olusturur ve ampulla vateriye kadar uzanir. Ampullada burada Oddi sfinkterini olusturur.
Oddi sfinkteri ortak safra kanali ve pankreatik kanalin duodenuma gegisini diizenleyen bir
kapak gorevi goriir (Ross MH ve ark. 2014, Ovalle WK ve ark. 2009, Hiatt JL ve ark. 2013,
Abdel-Misih SR ve ark. 2010).
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Resim 13. Hepatik, Pankreatik ve Safra Kesesi Kanallar1 Arasindaki iliski (Ross MH ve ark.
2014)

2.1.4. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger viicuttaki en biiylik solid ve bez organ olmasinin yani sira; besin
maddelerinin metabolizmasinda ve olusan toksik atiklarinin atilmasinda gorev alan en hayati
organdir (Ozougwu ve ark. 2014). Islevsel yapidaki en kiigiik birimi 0.8-2 mm ¢apinda ve
birka¢ milimetre uzunlugunda silindirik yapida olan karaciger lobiiliidiir. insan karacigerinde
yaklagik 50.000-100.000 adet lobiil bulunur (Hall J.E. 2017).

Karacigerin birincil fonksiyonu sindirim sisteminden emilen maddelerin dolagima
katilmadan onceki kontroliinii saglamaktir (Allen ve ark. 2002). Sindirim sisteminden emilen
kan karacigere portal ven araciligiyla ulasir. Bu kan hepatositler ve arasindaki siniisoidlerde
stiziilerek hepatik venlere oradan da vena cavaya dokiiliir. Karaciger tabakalari arasindan
gecen kanin kimyas: biiyiik Slgiide degistirilir (Barret ve ark. 2015). Siiziilen kandan
besinlerin ve vitaminlerin; alinmasi, dagitilmast ve depolanmasinda rol oynamaktadir (Ross
ve ark. 2014).

Karacigerin baslica gorevleri:

- Safra yapimi ve salgilanmasi
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- Bilirubin metabolizmast

- Vaskiiler ve hematolojik fonksiyonlar1

- Besinlerin metabolizmasi

- Toksik metabolitlerin detoksifikasyonu

- Mineral ve vitaminlerin depolanmasi

- Endokrin fonksiyonlari

- Immiinolojik fonksiyonlar1 (Retikiiloendotelyal komponent) (Ozougwu JC. 2017).

2.1.4.1. Safra Yapimi ve Salgilanmast

Karaciger giinde 700 ila 1200 cc safra salgilayarak bagirsakta besin sindirimine
yardimcr olur (Ozougwu JC. 2017). Safra alti ana bilesenden olusur: safra tuzlari,
lesitin(fosfotidilkolin), bikarbonat, kolesterol, safra pigmentleri, az miktarda metabolik son
iriinler ve eser metaller (Widmaier E.P. ve ark. 2014). Konjuge safra asitleri olan safra
tuzlari, yaglarin ince bagirsakta emdiilsifikasyonu ve emilimi icin gereklidir. Hepatositler
tarafindan olusturulup karaciger i¢indeki safra kanalikiillerine salgilanir (Ozougwu JC. 2017).
Daha sonra bu safra kanalikiilleri birleserek duktus hepatikusu olustururlar. Duktus
hepatikustan sistik kanala akan safra, safra kesesine tasmip burada yogunlastirilir (Ross ve
ark. 2014). Safra kesesinden gelen duktus sistikus, duktus hepatikusla birleserek koledok
kanalint olusturur. Daha sonra pankreas kanaliyla birleserek ya da ayrt ayri olarak
duodenumun 2. kismina acgilirlar (Kaplan ve ark. 2014). Yag sekresyon ve emilimi
kolaylastirildiktan sonra ¢ogu safra tuzu terminal ileumdan aktif olarak geri emilir ve
resekresyon i¢in portal dolagim ile karacigere geri doner (Ozougwu JC. 2017). Karacigerden
intestinlere ve oradan tekrar karacigere olan bu yol enterohepatik dolagim olarak bilinir
(Widmaier E.P. ve ark. 2014).

2.1.4.2. Bilirubin Metabolizmasi

Ortalama yasam siiresi 120 giin olan eritrositlerin yasam sonunda frajiliteleri artar ve
RES (Retikiiloendotelyal Sistem)’te yer alan doku makrofajlar1 tarafindan pargalanirlar. Bu
parcalanma sonucunda hemoglobin agiga ¢ikar. Fagositoz sonrasi ortaya ¢ikan bu hemoglobin
hem ve globine ayrilir (Hall J.E. 2017). Globin daha sonra yeni proteinlere doniismek tizere
parcalanir. Hem grubu demirin enzimatik yolla ayrilmasi sonucu biliverdine doniisiir. Demir
plazmada transferrine baglanip karacigerde depolanabilir veya kemik iligi tarafindan yeni

kirmiz1 kan hiicreleri yapmak i¢in kullanilabilir. Biliverdin makrofajlar tarafindan fagosite
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edilip enzimatik yolla bilirubine donistiiriiliir. Plazmada bilirubin albiimine baglanip
unkonjuge(indirek=serbest) bilirubine doniigiir (Ozougwu JC. 2017). Serbest bilirubin organik
anyon tastyict peptid(OATP) grubuna iiye bir molekiil tarafindan karacigere alinip
sitoplazmik proteinlere baglanir. Ardindan daha ¢ok endoplazmik retikulumda bulunan, UDP-
Glukronil Transferaz enziminin katalizledigi reaksiyonla konjuge(direk) bilirubine
doniistiiriiliir (Barret ve ark. 2015). Indirek bilirubin konjuge edildiginde; zarlar gegebilen,
lipitte ¢Ozlinebilen bir maddeden; safra yoluyla atilabilen ve suda ¢oziinen bir maddeye
dontsiir. Konjuge bilirubin distal ileum ve kolona ulastiginda, mevcut flora bakterileri
tarafindan dekonjuge edilir ve lirobilinojene doniistiiriiliir. Olusan iirobilinojenin ¢ogu idrarla

az bir kismu da feges yoluyla atilir (Ozougwu JC. 2017).

2.1.4.3. Vaskiiler ve Hematolojik Fonksiyonlart

Karaciger elastik bir organ oldugu icin genisleyebilir ve kan damarlarinda mevcut
kapasitesinden daha fazla miktarda kan depolayabilir. Karacigerin toplam kan hacmi
(karaciger siniis ve venleriyle birlikte) 450 ml’dir ve bu miktar viicudun toplam kan hacminin
%]10’u kadardir (Hall J.E. 2017). Karaciger kan depo 0zelligi sayesinde hemoraji
durumlarinda sistemik dolasim hacmini korumak igin kan serbest birakir. Karaciger
siniizoidlerindeki kuppfer hiicreleri portal kan yoluyla karacigere giren bakterileri ve yabanci
partikiilleri fagosite ederek enterohepatik siklustan kaynaklanabilecek enfeksiyonlari onler
(Ozougwu JC. 2017). Karaciger ayrica fibrinojen (faktor 1), protrombin (faktor 2), faktor 7 ve
bir¢cok pihtilagma faktoriinlin yapiminda kilit rol oynamaktadir. Faktér 2, 7, 9 ve 10’nun
yapimi K vitamini gerektirir. K vitamini eksikliginde bu pihtilasma faktorleri azalacagindan

koagiilasyon pathwayi bloke olur ve pihtilagsma engellenir (Hall J.E. 2017).

2.1.4.4. Besinlerin Metabolizmast

Hepatositler yiiksek metabolizma hizina sahip hiicreler olup, karacigerde kimyasal
aktif bir alan olustururlar (Hall J.E. 2017). Diyetle alinan nutrientleri viicudun kullanabilecegi
maddelere doniistiiriir, bu maddeleri depolar ya da gerektiginde hiicrelere enerji kaynagi

olarak gonderir (Schmidt ve ark. 2011).

2.1.4.4.1. Karbonhidrat Metabolizmasi
Karacigerin karbonhidratlar iizerinde; glikojen halinde depolama, galaktoz ve fruktozu
glukoza ¢evirme, glikoneogenez ve karbonhidrat metabolizmasi ara iiriinlerinden birgok

onemli biyolojik molekiilleri sentezleme gibi fonksiyonlar1 vardir (Hall J.E. 2017). Karaciger

21



ayrica hipoglisemi durumlarinda glukozu kana serbestlestirerek, hiperglisemi durumlarinda da
kandaki yiiksek glukozu alip glikojen ya da yag halinde depolayarak kan sekeri stabilitesine
katkida bulunur. Karaciger tiim glikojen depolar1 kullanildiginda; aminoasitleri ve gliserolii
enerji kaynag1 olarak kullanmak iizere glukoza cevirebilir (glukoneogenez) (Ozougwu JC.

2017).

2.1.4.4.2. Lipid Metabolizmasi

Karacigerin yag metabolizmasinda da aktif rolii vardir. Yag asidi oksidasyonunu
saglayarak kendisine ve tiim viicuda enerji kaynagi olusturur. Aminoasit ve karbonhidrat
metabolizmast sonucu agiga cikan iki karbonlu birimler de depolanmak ve ihtiya¢ halinde
kullanilmak iizere yaga doniistiiriiliir (Barret ve ark. 2015). Kolesterolun biyosentezi ve
kandan karacigere transportunu saglamak da karacigerin Onemli bir fonksiyonudur.
Karacigerde sentezlenen lipoproteinlerin yapisina katilan, safra tuzlarinin olusumunda ve
organellerin biyosentezinde kullanilaran kolesteroliin, karaciger tarafindan viicut igi

homeostazi saglanir (Barret ve ark. 2015, Ross ve ark. 2014).

2.1.4.4.3. Protein Metabolizmast

Albumin ve globiilin dahil olmak tlizere (gamaglobiilin hari¢) tiim plazma proteinleri
karacigerde sentezlenir. Karaciger ayrica alanin aminotransferaz, aspartat aminotrfansferaz,
alkalen fosfataz ve laktat dehidrogenaz gibi serum enzimleri ile esansiyel olmayan
aminoasitleri sentezler (Ozougwu JC. 2017). Tiim bu islevlerine ek olarak protein ve niikleik

asitlerin yikimi sonucu ac¢iga ¢ikan amonyum iyonlarindan viicuttaki iireyi sentezler. (lire

siklusu) (Ross MH ve ark. 2014).

2.1.4.5 Toksik Metabolitlerin Detoksifikasyonu

Hepatositler; toksinlerin, ilaglarin ve viicuda beslenme yoluyla aldigimiz yabanci
proteinler olan ksenobiyotiklerin indirgenmesinde gorevlidir (Ross ve ark. 2014). Karacigerin
bu islevinin bir kismi fiziksel olup viicuda alinan bakteri ve partikiillerin siniizoidlerde
bulunan Kupffer hiicreleri tarafindan fagosite edilmesiyle miimkiindiir. Diger bolimi ise
biyokimyasal olup hepatositlerde bulunan ¢ok sayidaki sitokrom p450 enzimi ve diger
enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarla miimkiindiir (Barret ve ark. 2015). Bu reaksiyonlar faz
1 ve faz 2 reaksiyonlar olarak adlandirilir. Faz 1 enzim ailesinin amaci, lipofilik molekiillerin
hidroksil gruplarina polar gruplar ekleyerek onlar1 hidrofilik hale getirmektir (Park ve ark.

1995). Faz 2 enzimlerinin ana islevi; faz 1 enzimleri tarafindan molekiillere eklenen hidrofilik
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yapidaki polar gruba kovalent olarak baglanmaktir. Genellikle bu molekiiller glukronik asit
veya glutatyon gibi sekerlerdir (Liu ve ark. 2004). Bu reaksiyonlar sonucunda faz 1 de
hidroksillenerek hidrofilitesi arttirilan iiriin, faz 2 sonucu suda daha ¢6ziinebilir hale getirilip

bobrekler tarafindan kolayca viicuttan uzaklastirilir (Ross ve ark. 2014).

2.1.4.6. Mineral ve Vitaminlerin Depolanmast

Karaciger demir ve bakir gibi bazi mineral ve vitaminleri ihtiya¢ halinde kana
salivermek tizere depolar. Birkac ay boyunca B12 ve D vitaminini, birka¢ yi1l boyunca da A
vitaminini depolayabilir (Ozougwu JC. 2017).

A vitamini; gdrme mekanizmasinda rol oynayan bir molekiil olup rodopsin sentezi i¢in
gerekli olan retinalin prekiirsoriidiir. Karacigerde stellat hiicrelerde depo edilip ihtiya¢ halinde
kana salinir.

D vitamini, iskelet sistemi ve dislerin gelisip biiylimesi i¢in gerekli bir vitamindir.
Karaciger D3 vitaminini hidroksilleyerek D vitamininin baskin formu olan 25-OH D3’e
dondistiirtir. Daha sonra 25-OH-D3 bobrekte tekrar hidroksillenerek 1-25 (OH)2 D3’e yani D
vitaminin en potent formuna doniisiir (Ross ve ark. 2014).

Hemoglobin ig¢indeki demir hari¢ viicuttaki demirin biiylik bir kismi karacigerde
ferritin seklinde depo edilir. Kandaki demir diizeyi diistiiglinde karacigerdeki ferritin demiri

serbestlenir. Boylece karaciger, kan demirinin dengesini saglar (Hall J.E. 2017).

2.1.4.7. Endokrin Islevleri

Karaciger diger endokrin organlar tarafindan salinan hormonlari etkileyerek islevlerini
diizenler:
-Vit D’yi hidroksilleyerek baskin formuna doniistiiriir.
-Tiroid bezi tarafindan kana salinan tiroksini (T4) deiyoidinize ederek periferik dokularda
etkin formu olan T3’e doniistiirtir.
-Biliylime hormonunun salinimin regiile eden GHRH (Growth Hormon Releasing Hormon)
karacigerde tiretilmektedir.
-Insiilin ve glukagon liizum halinde birgok organ indirgenerek etkinlikleri modifiye edilebilir

ancak bu hormonlarin en ¢ok indirgendigi iki organ bobrek ve karacigerdir (Ross ve ark.
2014).
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2.1.4.8. Immunolojik Islevleri

Karaciger dogal bagisiklik hiicreleri agisindan zengin olup bagirsak mikrobiyotasindan
kaynakli ¢cok sayida antijen ve endotoksinlere maruz kalan merkez yapidaki immiinolojik bir
organdir (Heymann ve ark. 2016). Buradaki ana hiicre tipleri: Kupffer hiicreleri ve NK
(Naturel Killer) hiicreleridir. Karaciger lenfositlerinin yaklasik %30’u NK hiicreleri olup
karaciger immiinitesine biiylik katkilart vardir (Mechal ve ark. 2001). NK hiicreleri
karacigerin en fazla interferon-gama(IFN-y) {ireten hiicre grubu olup LPS
(lipopolisakkarit)’ye cevap olarak bu sitokini firetirler. Bu olay da kismen kupffer
hiicrelerinden salinan interlokin-12(IL-12)’nin NK hiicrelerini aktive etmesi sayesinde
gercgeklesir (Ozougwu J.C. 2017).

Kupffer hiicreleri kanda dolasan monositlerden iiretilir ve ihtiyag durumunda
karacigerde inflamatuar siirecin baslatilmasinda biiyiikk rol oynar. Kupffer hiicrelerinin
islevleri periportal ve perivendz olmalarina gore farklilik gosterir. Periportal hiicreler; daha
biiyiiktiir ve portal dolasim yoluyla bagirsaktan kan dolagimina girerek karacigere gelen
bakterilere karsi ilk savunma hattin1 olusturmada daha aktiftir (Itoh ve ark. 1992). Diger
yandan perivendz kupffer hiicreleri daha kiiciik olup prostaglandinlerin yani sira biiyiik
miktarlarda nitrik oksit {iretirler (Ozougwu J.C. 2017).

NK hiicreler ve kupffer hiicreleri bagisiklik sistemini aktive ederek Thl benzeri
sitokin salgilarlar. IL-10 gibi immun sistemi baskilayan sitokinler ise stellate hiicre ve
regiilator T hiicreler tarafindan salgilanir. Ama aym1 zamanda NK hiicreler ve kupffer

hiicreleri tarafindan da salgilanabilir (Erhardt ve ark. 2007).

2.2.81can Karacigerinin Yapist

Sicanlarda karaciger karmn boslugunun sag iist bolgesinde yer alir ve yaklasik 10
gramdir. Area nuda bolgesi hari¢ tamamen peritonla kaphidir. Sag ve sol lob olarak 2 biiyiik
lobu ve kaudat ve orta lob olarak 2 kii¢iik lobu olmak {izere 4 lobdan olusur. Si¢anlarda safra
kesesi bulunmadigindan karacigerde lretilen safra, hepatik kanalla dogrudan duodenuma
bosaltilir. Sican karacigeri biiylik 6l¢iide insan karacigeriyle benzerlikler gostermektedir (Cay

M. 2012) (Resim 14).
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Resim 14. Sigan Karacigeri (Duan XY ve ark. 2014)

2.3.Doksorubisin(DOX)
Doksorubisin kimyasal formiilii C,7H29NO;; olan antrasiklin yapida bir antibiyotiktir (Resim
15)

Resim 15. Doksorubisinin kimyasal yapis1 (Livertox 2018)

Doksorubisin gesitli lenfoma, 16semi, sarkoma ve solid organ tiimorlerinin tedavisinde
kullanilan en etkili antineoplastik ilaglardan biridir (Shabalala S ve ark. 2017, Gewitz DA.
1999, Minotti G ve ark. 2004, Mross K 1991, Sayed-Ahmed M.M. ve ark. 2010). Yaygin
kullanimina ragmen doksorubisinin sitotoksik etkileri ¢ok yonliidiir ve en ¢ok kardiyotoksisite
ve hepatotoksisite yapmaktadir. Bu etkilerini azaltmak icin 2000’ yakin analogu
bulunmustur. Ornegin, epirubisin, bir karbonunda hidroksil grubunun aksiyel epimerizasyonu
ile elde edilen yar1 sentetik bir doksorubisin tirevidir. Epirubisindeki bu pozisyonel
degisiklik, antineoplastik aktivitenin spektrumu ve etki sekli olarak doksorubisin ile pek fark
olusturmamaktadir; ancak farmakokinetik olarak bazi degisiklere neden olmaktadir. Bu

sebeple epirubisinin daha genis bir dagilim hacmi olmaktadir ve toplam viicut klerensinin
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artigiyla beraber epirubisin daha kisa yarilanma dmriine sahip olmaktadir (Carvalho C ve ark.
2009).

Doksorubisin, toz olarak 10, 20, 50, 100, 150 ve 200 mg'lik siselerde (2 mg / mL) ve
jenerik olarak Adriamisin ismiyle siv1 ¢6zelti halinde piyasada mevcuttur. Doksorubisin tipik
olarak 21 ila 28 giinde bir 60-75 mg/m?® viicut yiizey alam dozlarinda intravendz olarak
verilmektedir. ilag¢ dozu; endikasyona, viicut yiizey alanma ve karacigerin fonksiyon
durumuna gore degismektedir. Yaygin yan etkiler; kemik iligi supresyonu, bulanti, kusma,
mukozit, ishal, bas agrisi, bas donmesi, konfiizyon, néropati, alopesi, deri dokiintiisii ve
atestir. Doksorubisin ile yiiksek dozda veya uzun siireli tedavi, ciddi kardiyak toksisiteye ve
karaciger hasarina ve dolayisiyla doz kisitlayici yaklasimlara neden olmaktadir. DOX tedavisi
sirasinda ilacin damar disina sizmasi ciddi lokal doku hasarina neden olmaktadir. Tedavi
edilen hastalar tizerinde yapilan uzun siireli ¢alismalar, (kiimilatif yani) biriken toplam olarak
yiiksek dozlarda doksorubisin alanlarda ikincil malignitelerin daha sik ortaya g¢ikabilecegini
diistindirmektedir (Livertox 2018).

DOX tedavisine bagli; kemik iligi toksisitesi, kardiyotoksisite, hepatotoksisite,
nefrotoksisite, ireme sistemi ve sinir sistemi toksisiteleri gelistigini gosteren sayida deneysel
model vardir (Mihailovi¢-Stanojevi¢ N ve ark. 2009, Roomi MW ve ark. 2014, Dragojevic-
Simi¢ V ve ark. 2013, Pugazhendhi A ve ark. 2018, Saad YS ve ark. 2000, Ibrahim SZ ve ark
2010).

2.3.1.Doksorubisin Metabolizmas:

Doksorubisin agirliklt olarak CYP3A4 gibi karaciger mikrozomal enzimleriyle
metabolize edilir (Camaggi CM ve ark. 1988, Ganey PE ve ark. 1988) ve ana metaboliti
doksorubisinole ve birkag hepatotoksik aglikon metabolitine donistiiriiliir (Ballet F ve ark.
1987, Dodion P ve ark. 1987). (Resim 2) Bununla birlikte, yaklasitk % 50 oraninda
doksorubisinin biiyiik bir kismi degismeden viicuttan atilir (Thorn CF ve ark. 2011).

Doksorubisinin 2 elektron indirgenmesiyle olusan sekonder alkol yapisindaki
doksorubisinol major metabolitidir (Mordente A ve ark. 2009). Bu yolakta viicuttaki farkli
hiicre tiplerinde farkli enzimler gorev almaktadir. DOX’un karacigerdeki metabolizmasi
sirasinda karbonil rediiktaz 1(CBR1) enzimi daha aktifken; kalpteki metabolizmasi sirasinda
aldo-keto rediiktaz 1a(AKR1A) enzimi daha aktiftir (Kassner N ve ark. 2008, Mordente A ve
ark. 2003).
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Diger bir yolak DOX’un ¢esitli oksidorediiktazlar araciligiyla 1 elektron
indirgenmesiyle DOX semikinon radikalleri olusmasidir (Minotti G. 1989). Bu yolakta gorev
alan enzimler icersinde; sarkoplazmik retikulum ve mitokondride yer alan NADH
dehidrogenaz (Nohl H ve ark. 1998, Thornalley PJ ve ark. 1986), NADPH dehidrogenaz
(Pawlowska J ve ark. 2003), ksantin oksidaz (Gustafson DL ve ark. 1991) ve nitrik oksit
sentazlar(NOS) gorev alir (Fogli S ve ark. 2004, Vasquez-Vivar J ve ark. 1997). Olusan DOX
semikinon radikallerinin DOX’a tekrar oksidasyonu, reaktif oksijen radikalleri(ROS) ve
hidrojen peroksit olusumuna yol agar (Minotti G ve ark. 1998). Oksidatif strese neden olan
ROS, glutatyon peroksidaz(GPX), katalaz(CAT) ve stiperoksit dismutaz(SOD) ile deaktive
edilebilir (Miyamoto Y ve ark. 2003).

DOX’un ¢ok az %I1-2 kadar1 ise deglikozidasyonla metabolize olur. Bu yolakta
indirgenme sonucu 7-deoksidoksorubisin aglikonu olusurken; hidrolitik tip glikozidasyonu ile

de 7-hidroksidoksorubisin aglikonu olusur (Licata S ve ark. 2000).
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Resim 16. Doksorubisin Metabolizmasi (Reis-Mendes A ve ark. 2019)

2.3.2.Doksorubisin Hepatotoksisitesi
DOX metabolizmasinda gerceklesen lipid oksidasyonu nedeniyle olusan ROS,

dokulara zarar vermektedir (Singla S ve ark. 2014). Karaciger ilaglara en ¢ok maruz kalan
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dokudur; ¢iinkii DOX’un da iglerinde yer aldig1 kemoterapétik ilaglar da dahil pek ¢ok ilacin
metabolize edildigi organdir (Bagchi D ve ark. 1995). Karacigerin birgok ilacin
metabolizmasinda ve biyotransformasyonunda gorev almasi nedeniyle karacigerin
fonksiyonlarina yonelik bir hasar1 ¢gok daha 6nemli kilmaktadir (Li S ve ark. 2015). Karaciger
fonksiyonlarinda gelisen hasarin temel sebebi oksidatif stres ve apopitozdur (Jung HA ve ark.
2014). DOX serbest radikaller iireterek, oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir.
Antioksidan enzim seviyelerinde diisiise neden olmasi da bu etkisini giiglendirmektedir
(Kockar MC ve ark. 2010, Menna P ve ark. 2010, Damodar G ve ark. 2014). ROS hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri {iretir ve bunlarin olusumu DNA hasarina, oksidasyonuna ve
dolayisiyla hem normal hem de tiimoral dokularda apoptozise neden olur (Said M ve ark.
2014). DOX toksisitesindeki bir diger olas1 mekanizma, demirin dahil oldugu non-enzimatik
mekanik reaksiyonlar araciligiyla olmaktadir. Serbest demirin DOX ile yaptigit DOX-demir
kompleksi ROS olusumuna neden olan bir diger yoldur (Al-Zubaidy AA ve ark. 2014,
Mansouri E ve ark. 2017).

Bazi ¢aligmalar DOX kaynakli ROS’un tiimor supresor gen olan p53°ii baskiladigini,
sitokrom C saliimini ve kaspaz-3 sentezini artirarak apopitozu indiikledigini gostermistir
(Mukherjee S ve ark. 2004, Morsi M ve ark. 2006, Paweorn A ve ark. 2015). Ek olarak,
niikleer faktor «B (NF-xB) etkisi baskilandiginda, DOX kaynakli kardiyotoksisitede
inflamatuar yanitin arttigi gozlenmistir (Ashikawa K ve ark. 2004, Austin R ve ark. 2016,
Zhang X ve ark. 2019).

Bu nedenlerle; oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun eszamanli inhibisyonu, DOX

kaynakl1 hepatotoksisiteyi tedavi etmede kilit noktadir (Song S ve ark. 2019).

2.3.3.Doksorubisin Hepatotoksisitesinde Histopatoloji

DOX nedeniyle olusan karaciger hasarinda genel olarak hiicresel lezyonlarda artis,
hepatik doku diizeninde kayip ve inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir (Afsar
T ve ark. 2019). DOX’un karaciger iizerinde; fokal nekroza, fibrozise, siniizoidal atrofiye,
O6deme ve son olarak karaciger agirliginda azalmaya neden olabilir (Martinel Lamas DJ ve
ark. 2015).

2.4.Apelin-13
Anjiotensin Il receptor-like 1(APJ), 1993 yilinda O’Dowd BF ve ark. tarafindan
kesfedildi. APJ’yi kodlayan gen bdlgesi intronsuzdur ve bu bolge APLNR olarak adlandirilir.

28



Insanlarda APLNR, 11q12 kromozomunda yer alir ve 380 aminoasit kodlar (O’Carroll AM ve
ark. 2013). Insanda bulunan APJ, G proteini kenetli bir reseptdrdiir ve anjiotensin II reseptdr
tip 1 ile %31 benzerlik gostermektedir; ancak anjiotensin APJ reseptoriine baglanmaz
(O’Dowd BF ve ark. 1993).

Apelin ilk olarak sigir midesinden izole edilmis ve APJ reseptoriiniin endojen bir
ligand1 olarak diigtiniilmiistiir. Xq25-26 kromozomu iizerinde yer alan insan apelin geni 77
aminoasitlik bir prepropeptid olan preproapelini exprese eder (Tatemoto K ve ark. 1998).
Olusan preproapelin posttranslasyonel modifikasyonlarla apelin-12, apelin-13, apelin-17,
apelin-31, apelin-36 ve piroglutamine apelin-13 gibi formlara farklanir (Hosoya M ve ark.
2000, O’Carroll AM ve ark. 2000, Kawamata Y ve ark. 2001, Lv SY ve ark. 2013). Apelin-13
ve piroglutamine apelin-13 bu farkli apelin formlar1 arasinda APJ aktivasyonu yoniinden en
potent olanlaridir ve apelin-12, APJ’yi aktive edebilen en kii¢lik apelin formudur. Apelin-
36’nin ise APJ afinitesi daha diisiiktiir (Tatemoto K ve ark. 2001, Habata Y ve ark. 1999,
Medhurst AD ve ark. 2003).

Insanda ve kemirgenlerde apelin ve APJ; merkezi sinir sistemi, karaciger, bobrekler,
akcigerler, yag doku ve kardiyovaskiiler sistem gibi pek ¢ok doku, organ ve sistemde bulunur
(Kleinz MJ ve ark. 2005, Emam MN ve ark. 2016, Antushevich H ve ark. 2016). Sican
karacigerinde ozellikle santral ven ve portal ven endoteli ile Kupffer hiicrelerinde apelin
bulundugu immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (Lv SY ve ark. 2017). Siroz gelismis
insan ve sican karacigerinde APJ ekspresyonunun arttigi gozlenmistir. Bu nedenle apelin ve
APJ’nin karaciger fizyolojisinde dnemli yeri vardir (Principe A ve ark. 2008, Melgar-Lesmes
P ve ark. 2011).

Apelin/AP]J viicutta ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde gdrev almaktadir. Iskemi-
reperfiizyon hasar1 (Yang Y ve ark. 2015), hem embriyonik hem de tiimoral anjiogenez (Kélin
RE ve ark. 2007), damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu (Lv XR ve ark. 2013),
hipotalamustan kortikotropin releasing hormon (CRH) ve vazopressin (ADH) saliniminin
stimiilasyonu (Taheri S ve ark. 2002) gibi pek ¢ok siirecte bulunur.

Apelin/APJ karaciger fibrozisindeki ve karaciger rejenerasyonundaki etkileri Resim

17°de gosterilmistir.
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Resim 17. Apelin/APJ’nin Karaciger Fibrozisindeki Ve Karaciger Rejenerasyonundaki
Etkileri (Lv SY ve ark. 2017). F13A, apelin-13(F13A); PDGFR, platelet-kaynakli biiylime
faktor reseptor B; a-SMA, a-diiz kas aktin; TIMP, doku baskin matriks metalloproteinazi;
MMP, matriks metalloproteinaz; HSCs, hepatik stellat hiicreler; ECM, ekstraseliiler matriks;
STATS, signal transduser ve aktivator of transkription 3; ERK, ekstraseliiler signal-bagimli
kinaz; TNF, timor nekrozis faktor; IL-6, interlokin-6; |, azalma.

Karbontetrakloriir ile olusturulan sican fibrozis modelinde apelin verilmesi;
karacigerdeki kollajen miktarini azalttigi, ortalama arteryel basinci ve portal basinci azalttigi,
hiicre canliligim artirdigr ve anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkileri PDGFR}, a-
SMA ve matriks metalloproteinazlar {izerindeki inhibitér etkisiyle olusturur (Reichenbach V
ve ark 2012).

Emam MN ve ark (2016) apelinin hepatik hasari olan si¢anlarda; ALT, AST, LDH,
kaspaz-3, TNF-o ve MDA seviyelerini diistirdiigiinii; GSH ve CAT seviyelerini ise artirdigini
gostermistir. Ayni1 ¢alismada apelinin bu etkisini gosterirken IL-10 gibi antiinflamatuar

sitokinleri artirdigi, IL-6, IL-1b gibi proinflamatuar sitokinleri ise azalttig1 gosterilmistir.
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Dolasimdaki apelin diizeyi, sirozlu hastalarda saglikli kisilere gore artmistir (Principe
A ve ark. 2008). Yapilan klinik ¢aligmalarda sirozu olan hastalarda sirozun siddetiyle serumda
bulunan apelin seviyeleri arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Lim YL ve ark. 2016).

Sicanlarda yapilan hepatik iskemi-reperfiizyon hasar modelinde apelin-13 verilmesi;
ALT, AST, MDA ve kaspaz-3 diizeylerinde diisiise neden oldugu gosterilmis (Sabry MM ve
ark. 2019). Apelinin trigliserit miktarin1 azaltarak lipit birikimini ve dolayisiyla steatozisi

azalttig1 gosterilmistir (Huang J ve ark. 2017).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlarinin Temini Ve Bakin

Calismamizda Kobay Deney Hayvanlari Laboratuari’ndan temin edilen yaklagik 7-8
haftalik 250-300 gram Wistar albino cinsi 30 adet erkek sigan kullanilmistir. Calismamiz
Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlart Etik Kurulu 64583101/2018/131 sayili
onaymi almistir. Calismanin deneysel asamalar1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari, Aydin Adnan
Menderes Universitesi Merkez Laboratuar1 ve Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvart biinyesinde bulunan Biyokimya laboratuvarinda
gerceklestirildi. Deney sliresince siganlar 12;12 aydinlik/karanlik 1siklandirmast olan, 1s1
(21£1 °C) ve nemi (%45-65) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmislardir. Deney
baslangicindan bir hafta siireyle hayvanlarin ortam kosullarina adaptasyonu saglanmustir.
Adaptasyon siiresi boyunca tiim si¢anlar polikarbon seffaf kafeslerde (n=5) standart sigan
yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmistir. Adaptasyon siirecinin ardindan
sicanlar rastgele bir sekilde gruplara ayrilmistir. Kafeslerin temizligi haftada 3 kez olacak

sekilde yapildi.

3.2.Deney Gruplarinin Planlanmasi

Siganlarin uyum siireglerinin tamamlanmasinin ardindan, si¢anlar rastgele olacak
sekilde 3 esit gruba(n=10) ayrildi. DOX ve apelin-13 ilaglar1 intraperitoneal(IP) olarak verildi.
Deney gruplari tabloda verilmistir.
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Tablo I. Deney gruplari

Konrol grubu(l) Dox(I1)(IP) Dox+Apelin(I11)(IP)
1. glin Saline 3 ml/kg 5 mg/kg dox 5mg/kg dox
5. glin Saline 3 ml/kg 5 mg/kg dox 5mg/kg dox
6.giin Saline 3 ml/kg
7.giin Saline 3 ml/kg 15ug/kg apelin
8.glin Saline 3 ml/kg 15pg/kg apelin
9. glin Saline 3 ml/kg 5 mg/kg dox Smg/kg dox + 15pug/kg apelin
10.giin | Saline 3 ml/kg 15ug/kg apelin
11.giin | Saline 3 ml/kg 15png/kg apelin
12.giin | Saline 3 ml/kg 15png/kg apelin
13. giin | Saline 3 ml/kg 5 mg/kg dox 5mg/kg dox + 15ug/kg apelin
15.giin | Sakrifikasyon Sakrifikasyon Sakrifikasyon

3.3.Doksorubisin Uygulanmasi
Grup II ve grup III’te yer alan si¢anlara, 5 mg/kg doksorubisin 4 giinde 1 olacak
sekilde toplam 20 mg/kg (Bilgic ve ark. 2019) olacak sekilde intraperitoneal olarak uygulanda.

3.4.Apelin-13 Uygulanmast
Grup III’te yer alan sicanlara 2.haftanin baslangicindan itibaren 15 ng/kg apelin-13
(Kim ve ark. 2017; Principe ve ark. 2008) intraperitoneal olarak 7 giin boyunca verildi.

3.5.Deneyin Sonlandirilmas
Deney sonunda siganlara ksilazin Smg/kg, ketamin 100 mg/kg verilerek anestezi
altinda sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen sicanlardan alinan karaciger ornekleri %10 notral

formalinle tespit edildi.

3.6.Doku Takibi

Deney sonunda sakrifiye edilen siganlarin karacigerleri alinip 72-96 saat %10 nétral
formalinle fikse edildikten sonra 4-5 saat akarsu altinda birakilarak fiksasyon malzemesinin
uzaklastirllmas1 saglanmistir. Yikama isleminden sonra manuel olarak yaptigimiz takip

tabloda verilmistir.
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Tablo Il. Doku Takip Protokolii

Kimyasallar Siire
%60’lik alkol 30 dakika
%70’lik alkol 30 dakika
%80’lik alkol 1 saat
%96°1ik alkol 1 saat
>%99,5’1uk alkol 1 saat
Aseton 20 dakika
Aseton 20 dakika
Ksilol (etiivde 60°C) 1 saat
Ksilol (etiivde 60°C) 1 saat
Parafin (etiivde 60°C) 1,5 saat
Parafin (etiivde 60°C) 1,5 saat
Blok gomme

Eriyik parafinle gomiilen karaciger dokular1 gruplara gore isimlendirildi. Buzlukta
yeterince sertlesen parafin bloklardan optimal kesim araligindan mikrotom ile 5 um kalinlikta
kesitler alindi. Alinan kesitlere histopatolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen-eozin, bag
dokusu bilesenlerini gostermek igin Masson trikrom ve Picro sirius boyamalari yapild.
Alman kesitlerin bir kismu polilizinli lamlara alinarak immiinohistokimyasal olarak

degerlendirme yapildi.

3.7.Histokimyasal Analizler
3.7.1.Hematoksilen-Eozin Boyama

Histokimyasal boyamalar i¢in 5 pum kalinhiginda aliman kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in 60 °C etiivde 3 saat bekletildi. Deparafinizasyon sonrast uygulanan Hematoksilen-

eozin boyama protokolii tabloda verilmistir.

34




Tablo I11. Hematoksilen-eozin boyama protokolii

Kimyasallar Siire
Ksilol 3dk
Ksilol 4 dk
>%299,5’luk alkol 1dk
%80’lik alkol 1dk
Distile su 4 dk
Harris’s hematoksilen 2 dk
Akarsu altinda yikama 2 dk
Eozin 1dk
%80’lik alkol 1 dk
>%99,5’luk alkol 1 dk
Ksilol 4 dk
Ksilol 4 dk
Entellan ile kapama

3.7.2.Masson Trikrom Boyama
Histokimyasal boyamalar i¢in 5 pm kalinhiginda aliman kesitler deparafinizasyon
islemi icin 60 °C etiivde 3 saat bekletildi. Deparafinizasyon sonrasi uygulanan Masson

trikrom boyama protokolii tabloda verilmistir.
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Tablo IV. Masson Trikrom Boyama Protokolii

Kimyasallar Siire
Ksilol 5dk
Ksilol 5 dk
%100’1iik alkol 2 dk
%80’lik alkol 2 dk
Distile su 5dk
Soliisyon A+ Soliisyon B 10 dk
Distile su 5sn
Soliisyon C 4 dk
Distile su 5sn
Soliisyon D 4 dk
Distile su 30 sn
Soliisyon E 10 dk
Distile su 5sn
Soliisyon F 10 dk
Distile su 30 sn
%80’lik alkol 20 sn
%100’1iik alkol 1dk
Ksilol 1 dk
Entellan ile kapama

3.7.3.Pikro Sirius Boyama
Histokimyasal boyamalar i¢in 5 pum kalinhi@inda aliman kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in 60 °C etiivde 3 saat bekletildi. Deparafinizasyon sonrasi uygulanan Pikro sirius

boyama protokolii tabloda verilmistir.
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Tablo V. Pikro Sirius Boyama Protokolii

Kimyasallar Siire
Ksilol 2 dk
Ksilol 2 dk
%100’1iik alkol 2 dk
%80’lik alkol 2 dk
Distile su 2 dk
Pikro Sirius 60 dk
Asetik asit 1-2 sn
Asetik asit 1-2 sn
%80’lik alkol 2 dk
%100’1iik alkol 2 dk
Ksilol 1 dk
Ksilol 2 dk
Entellan ile kapama

3.8.Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal boyama i¢in polilizinli lamlara 5 um kalinliginda alinan kesitler
1 gece dnceden 45°C ye ayarlanan etlive birakildi. Ertesi giin 60 °C ye alian etiivde 1 saat
daha bekletilerek deparafinizasyonu tamamlanan kesitler direkt olarak ksilol ile dolu salelere
alindi1 ve apopitoz, oksidatif stres gibi proinflamatuar siire¢lerde artan ve bir transkripsiyon
faktorii olan Nuclear Factor kappa B (NF-xB)’yi (Lawrence T. 2009) belirlemek i¢in NF-xB

antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Uygulanan immiinohistokimya protokolii

tabloda verilmistir.
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Tablo VI. immiinohistokimya Boyama Protokolii

Kullanilan materyal stire
Ksilol 30 dk
>%99,5’Iuk alkol 2 dk
%9611k alkol 2 dk
%80’lik alkol 2 dk
%70’lik alkol 2 dk
%6011k alkol 2 dk
Distile su 5dk
PBS 5dk
PBS 5dk
Citrate buffer 5dk/350W
Hidrojen peroksid+metanol 6 dk
PBS 1dk
Soliisyon A 45 dk
Primer antikorlar damlatildi

Over-night 20 saat
PBS 10 dk
Soliisyon B 45 dk
PBS 10 sn
Soliisyon C 30 dk
PBS 10 dk
DAB soliisyonu 3dk
Distile su 1dk
Mayer’s hematoksilen 15sn
Akarsu da bekletme 10 dk
>%99,5’Iuk alkol 20 sn
%9611k alkol 20 sn
%80’lik alkol 20 sn
Ksilol 7 dk
Entellan ile kapama
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3.9.Biyokimyasal Analizler

Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuari
blinyesinde bulunan Biyokimya laboratuvarinda; siganlardan alinan kan ornekleri {izerinde
karacigerdeki hepatositlerin hasarin1 belirlemek i¢in Alanin Amino Transferaz(ALT) ve

Aspartat Amino Transferaz(AST) seviyelerine bakildi.

3.9.1.Doku Hidroksiprolin Analizi

Hidroksiprolin, kollajenin yaklasik olarak %13,4’iinii olugturmaktadir. Hepatik fibroz
olustugunda, karacigerde temel olarak miktar1 artan bilesen kollajen fiberleridir. Kollajen
fiberlerine spesifik aminoasit ise hidroksiprolindir. Hidroksiprolin, elastinde eser miktarda
bulunmakla birlikte diger proteinlerde bulunmamaktadir. Bu yiizden, hepatik fibrozun
derecesini belirlemek i¢in karaciger dokusunun hidroksiprolin igerigi hesaplanmaktadir
(Lopes JD ve ark. 2002). Bu galismada, DOX uygulanan siganlarin karaciger dokusunun
hidroksiprolin igerigini hesaplamak i¢in kolorimetrik kit (Elabscience, E-BC-K061)
kullanilmistir. Kit protokoliine gére asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

- 80-100 mg karaciger dokusu tartilarak 2 mL’lik ependorf tiipe alindu.

- Uzerine 1 mL hidroliz soliisyonu (Reagent 5) eklendi.

- 20 dakika boyunca 95 °C’de inkiibe edildi.

- Ependorf tiipler sogutulduktan sonra iizerine 10 pL indikator (Reagent 6) eklendi.

- Bu karigim 15 mL’lik falkon tiipe aktarilarak iizerine 1 mL pH diizenleyici reagent A
(Reagent 7) eklendi. Bu esnada renk kirmiziya dondii

- Falkon igerisine, pH diizenleyici reagent B’den (Reagent 8) damla damla kirmizi renk
kaybolana kadar eklendi (Bu esnada pH 6-6.8 araligina getirildi).

- Distile su ile hacim 10 mL’ye tamamland.

- Hacmi 10 mL’ye tamamlanan ¢ozeltiden 2 mL alinarak ependorf tiipe aktarildi.
Uzerine 20-30 mg aktif karbon eklendi, karistirildiktan sonra 3500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi.

- Numune 6l¢limii i¢in slipernatanttan 1 mL alindi. Ayrica kor ve standart 6l¢iimii i¢in
asagidaki tabloda belirtildigi miktarlarda Reagent 1, 2 ve 3 eklendi. Reagent 1
eklendikten sonra 10 dakika ve Reagent 2 eklendikten sonra 5 dakika tiipler oda

sicakliginda inkiibe edildi. Kurulan reaksiyonlar tabloda verilmistir.
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Tablo VI1I. Doku Hidroksiprolin Analizi

Kér Tiipii Standart Tiipii Ornek Tiipii
Distile Su 1mL
Sug/mL 1mL
hidroksiprolin
standard1
Hazirlanan Ornek 1mL
Reagent 1 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Reagent 2 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Reagent 3 0,5mL 0,5mL 0,5mL

- Tablodaki gibi kurulan reaksiyonlar sonrasinda numuneler 60 °C’de 15 dakika inkiibe
edildi.

- Sogutulduktan sonra 3500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

- 96’lik plakalara her bir numune, kor ve standart tiipinden 200 pL alinarak
spektrofotometrik olarak 550 nm’ de absorbanslar okundu.

- Doku hidroksi prolin miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

Hidroksiprolin Miktar: (ug/mg yas doku)=(0D Ornek — OD Kér) <+ (0D Standart —

x(hidroliz soliisyonunun total hacmi (10 mL))

ODKor)XStandart Konsantrasyonu —
Doku Yas Agirligi(mg)

3.9.2.Doku Total Antioksidan Status(TAS) Olciimii
Dokularin TAS diizeyi, Rel Assay marka ticari kit (Rel Assay Kit Diagnostics)
kullanilarak ol¢iildii. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox

kullanildi. Sonuglar mmol Trolox equiv./It hesaplandi.

3.9.3.Doku Total Oksidan Status(TOS) Ol¢iimii
Dokularin TOS diizeyi, Rel Assay marka ticari kit (Rel Assay Kit Diagnostics)
kullanilarak o6l¢iildii. Kalibrator olarak hidrojen peroksid kullanildi. Sonuglar pmol H202

equiv./It olarak hesaplandi.
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3.10.Istatistiksel Analizler

Her ii¢ grupta yer alan hayvanlarin son viicut agirliklari, karaciger agirliklar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Sakrifikasyon sirasinda siganlarin kalbinden alinan kandan
elde edilen ALT, AST degerleri istatistiksel olarak karsilastirildi. Alinan karaciger
dokularindan ELISA yontemiyle bakilan TAS, TOS ve hidroksiprolin degerleri istatistiksel
olarak karsilastirildi. Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 13) paket

programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

DOX grubundaki siganlardan 1 tanesi deneyin 12. giinlinde, 1 tanesi deneyin 13.
giiniinde olmak tizere 2 tanesi Olmiistiir. DOX+apelin-13 grubundaki sicanlardan 1 tanesi
deneyin 13. giiniinde 6lmiistiir. Kontrol grubunda 6lim gdézlenmemistir. Siganlarin son viicut
agirliklart karsilastirildiginda kontrol grubuna gére hem DOX grubunda hem de DOX+apelin-
13 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p<0.001 ve p<0.001).
Sicanlarin karaciger agirliklar karsilastirildiginda kontrol grubuna gére hem DOX grubunda
hem de DOX+apelin-13 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir
(p=0.001, p=0.015). DOX grubu ve DOX+apelin-13 gruplar1 arasinda son viicut agirlig1 ve
karaciger agirhigi  karsilagtirildiginda  istatistiksel  olarak anlamli  bir  degisiklik

saptanmamistir(p=0.395 ve p=0.171).
4.1.Hematoksilen-Eozin Degerlendirmesi

4.1.1.Kontrol Grubu H&E Degerlendirmesi

Resim 18. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Normal karaciger histolojik yapisi

gozlenmektedir (Hematoksilen- Eozin, x10).
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Resim 19. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Normal hepatosit kordon yapisi ve

sintizoidal alanlar izlenmektedir (Hematoksilen- Eozin, x40).
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4.1.2.D0OX Grubu H&E Degerlendirmesi

Resim 20. DOX grubuna ait Kkaraciger dokusu. Siniizoidal dilatasyonlar goriilmektedir(

Hematoksilen- Eozin, x10).
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Resim 21. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Hepatositlerde yaygin graniiler dejenerasyon

olup, piknotik cekirdekler ve nekrotik alanlar mevcuttur. Bol miktarda yag damlaciklar

goriilmektedir (Hematoksilen- Eozin, x40).
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4.1.3.DOX+Apelin-13 Grubu H&E Degerlendirmesi

\ ~ » -

Resim 22. DOX+apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Siniizoidal dilatasyonlarin daha az

oldugu goriilmektedir (Hematoksilen- Eozin, x10).
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Resim 23. DOX+apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Az sayida piknotik ¢ekirdek

goriilmektedir. Hepatositlerde hafif dejenerasyon mevcuttur (Hematoksilen- Eozin, x40).
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4.2.Masson Trikrom Degerlendirmesi

4.2.1.Kontrol Grubu Masson Trikrom Degerlendirmesi

Resim 24. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Normal karaciger histolojik yapisi

goriilmektedir (Masson trikrom, x10).
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Resim 25. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven gevresinde daha yogun bag

dokusu boyandigi gozlenmistir (Masson trikrom, x40).
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4.2.2.D0OX Grubu Masson Trikrom Degerlendirmesi

Resim 26. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Damar ¢evrelerinde daha yogun bag dokusu

boyanma gozlenmistir. Siniizoidal dilatasyonlar goriilmektedir (Masson trikrom, x10).
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Resim 27. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Hepatosit kordonlarinin diizensiz siralandigt

ve sinilizoidal dilatasyonlar oldugu goriilmektedir. Santral ven ¢evresi kollajen igeriginin
artigina baglh olarak daha yogun bag dokusu boyanmis olarak izlenmektedir (Masson trikrom,
x40).
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4.2.3.DOX+Apelin-13 Grubu Masson Trikrom Degerlendirmesi

DR EY s
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Resim 28. DOX+Apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Siniizoidal dilatasyonlarin azaldig

ve damar c¢evresinde hafif yogun bag dokusu boyanma oldugu izlenmektedir (Masson
trikrom, x10).
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Resim 29. DOX+Apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven g¢evresinde yogun

boyanma ve az miktarda siniizoidal dilatasyon izlenmektedir (Masson trikrom, x40).
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4.3. Pikro Sirius Degerlendirmesi

4.3.1.Kontrol Grubu Pikro Sirius Degerlendirmesi

Resim 30. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven g¢evresinde yogun boyanma
izlenmektedir (Pikro sirius, x10).
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Resim 31. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven g¢evresinde yogun boyanma

izlenmektedir (Pikro sirius, x40).
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4.3.2.D0OX Grubu Pikro Sirius Degerlendirmesi

Resim 32. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven ve portal alan ¢evresinde yogun
boyanmalar izlenmektedir (Pikro sirius, x40).
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Resim 33. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven ¢evresinde ve hepatosit

kordonlarinda yogun boyanmalar izlenmektedir (Pikro sirius, x40).
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4.3.3.DOX+Apelin-13 Grubu Pikro Sirius Degerlendirmesi

Resim 34. DOX+apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven ¢evresinde ve portal

alanlarda yogun boyanmalar izlenmektedir (Pikro sirius, x40).

58



Resim 35. DOX+apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven g¢evresinde yogun

boyanmalar ve bazi hepatositlerde dejenerasyonlar izlenmektedir (Pikro sirius, x40).
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4.4.Immiinohistokimyasal Olarak NF-xB Degerlendirmesi

4.4.1.Kontrol Grubu NF-«B Degerlendirmesi

& Wt

Resim 36. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Normal karaciger histolojik yapisi
goriilmektedir (NF-xB, x10).
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Resim 37. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven c¢evresinde agik kahvererengi

boyanma diisiik derecede inflamasyon oldugunu gostermektedir (NF-kB, x40).
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4.4.2.D0X Grubu NF-xB Degerlendirmesi

LIRS = ; P

Resim 38. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven g¢evrelerinde yogun inflamasyona

bagli olarak koyu kahverengi renkte boyanmalar izlenmektedir (NF-xB, x10).
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Resim 39. DOX grubuna ait karaciger dokusu. Santral ven ¢evresinde kontrol grubuna gore

belirgin diizeyde artmis inflamasyona bagli boyanma izlenmektedir (NF-kB, x40).
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Resim 41. DOX+apelin-13 grubuna ait karaciger dokusu. DOX grubuna gore boyanmada

belirgin bir azalma goriilmektedir. Bu da inflamasyonun DOX grubuna gore daha az oldugunu
gostermektedir (NF-«B, x10).
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4.5.Biyokimyasal Degerlendirmeler

Biyokimyasal degerlendirmeleri yapabilmek icin kan ve karaciger dokusu numuneleri
alinmistir. Kandan ALT ve AST degerleri 6lcililmiistiir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
DOX grubunda ALT degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi1 [48.00(33.00-
53.00) vs 63.50(53.00-86.00),p:0,001]. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda
AST degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi [108.00(70.00-117.00) vs
185.50 (118.00-227.00),p<0,001]. DOX grubuyla Kkarsilastirildiginda DOX-+apelin-13
grubunda ALT degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi [63.50(53.00-
86.00) vs 49.00(37.00-64.00),p:0,013]. DOX grubuyla karsilastirildiginda DOX+apelin-13
grubunda AST degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi(p:0,142).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX+apelin-13  grubunda ALT(p:0,442) ve
AST(p:0,109) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi.

Alman karaciger doku 6rneklerinde ELISA yontemi ile TAS, TOS ve hidroksiprolin
seviyeleri Olgiilmiistiir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda TAS
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi [2.07(1.92-2.16) vs 1.93(1.67-
1.98),p:0,021]. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda TOS degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artigy saptandi [1.18(0.48-1.67) vs 2.20(1.14-3.29),p:0,002].
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda hidroksiprolin degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptandi1 [0.80(0.58-1.05) vs 1.39(1.10-1.66),p:0,001]. DOX grubuyla
karsilagtirildiginda DOX+apelin-13 grubunda TOS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptandi  [2.20(1.14-3.29) vs 1.19(0.53-2.16),p:0,006]. DOX grubuyla
karsilagtirildiginda DOX+apelin-13 grubunda TAS(p:0,252) ve hidroksiprolin(p:0,005)
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda DOX+apelin-13 grubunda hidroksiprolin degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptandi [0.80(0.58-1.05) vs 1.09(0.71-1.20),p:0,038]. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda DOX+apelin-13 grubunda TAS(p:0,236) ve TOS(p:0,408) degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi. Kontrol, DOX ve DOX+apelin-13
gruplarinin ALT, AST, TAS, TOS ve hidroksiprolin degerleri agisindan bazal degerleri Tablo
VIII’de gosterilmistir.
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Tablo VIII. Kontrol, DOX ve DOX+apelin-13 gruplarinin ALT, AST, TAS, TOS ve

hidroksiprolin degerleri agisindan bazal degerleri

Parametreler Grup 1 Grup 2 Grup 3 P degeri
Kontrol Doxo Doxo+Apelin | G1-G2 G1-G3 | G2-G3
ALT(IU/L) 48.00 63.50 (53.00- | 49.00 (37.00- | 0.001* 0.442 0.013*
(33.00- 86.00) 64.00)
53.00)
AST(IU/L) 108.00 185.50 148.00 <0.001* | 0.109 0.142
(70.00- (118.00- (88.00-
117.00) 227.00) 188.00)
TAS (mmol 2.07 (1.92- |1.93(1.67- 1.98 (1.88- 0.021* 0.236 0.252
Trolox 2.16) 1.98) 2.16)
equiv./It)
TOS(umol 1.18(0.48- | 2.20(1.14- 1.19 (0.53- 0.002* 0.408 0.006*
H,0, equiv./It) | 1.67) 3.29) 2.16)
Hidroksiprolin | 0.80 (0.58- | 1.39 (1.10- 1.09 (0.71- 0.001* 0.038* | 0.005*
(ug hyp/ml) 1.05) 1.66) 1.20)
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5.TARTISMA

Insan viicudunda yer alan en biiyiik i¢ organ olan karaciger; proteinlerin sentezi,
kandan besinlerin alinmasi ve depolanmasi, gerek oral yolla gerekse damar yolu ile alinan
ilaglarin ve toksik maddelerin metabolizmasi ve zararsiz hale getirilmesi gibi pek ¢cok dnemli
islevlere sahiptir (Crawford JM. 2015). Tiim bu islevler nedeniyle, karaciger hastaliklar1 halk
sagligina yonelik temel tehditler arasinda yer almaya devam etmektedir (Adewusi EA ve ark.
2010, Asha VV ve ark. 1998, Ahsan MR ve ark. 2009).

Antrasiklin grubunda yer alan bir antibiyotik olan doksorubisin; meme kanseri, prostat
kanseri, 16semi gibi pek ¢cok malignitede tedavi edici ajan olarak kullanilmaktadir (Shabalala
S ve ark. 2017, Gewitz DA. 1999, Minotti G ve ark. 2004, Mross K 1991, Sayed-Ahmed
M.M. ve ark. 2010, Gorini S ve ark. 2018, Safa M ve ark. 2010). Doksorubisinin toksik
etkileri; DNA {izerinde degisime sebep olmasi, serbest radikaller ve oksidatif stres tiretimiyle
gerceklesmektedir (Granados-Principal S ve ark. 2010). Doksorubisinin bu toksik etkileri,
kullanim endikasyonu genis olmasina ragmen; doksorubisin kullanimini sinirlandirmaktadir
(Ky B ve ark. 2014).

Biz ¢aligmamizda karaciger hasari olusturmak i¢in sicanlara Smg/kg dozundan 4
giinde 1 defa olacak sekilde toplam verilen dozu 20mg/kg doksorubisini intraperitoneal olarak
uyguladik (Bilgi¢ ve ark. 2019). Tedavi grubuna ise ayni dozlarda ve giinlerde intraperitoneal
olarak doksorubisin uygulamasi sonrasi, 2. doz doksorubisin uyguladiktan sonra 7 giin
boyunca 15 pg/kg apelin-13’ii intraperitoneal olarak uyguladik (Kim ve ark. 2017, Principe ve
ark. 2008).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda doksorubisin verilerek hasar olusturulan grupta
toplam viicut agirliginda ve sakrifikasyon sonrasi alinan karacigerin agirhiginda anlamli bir
azalma saptadik. Benzer sekilde DOX uygulamasina bagh viicut agirliginda 6nemli derecede
azalma gosteren diger ¢alismalarla uyumluydu (Herman EH ve ark. 2000, Herman EH ve ark.
1994). Herman EH ve ark. kilo kaybimin gastrointestinal sistemde DOX’a bagli epitel hasar1
gelismesiyle besinlerin emiliminin bozulmasi ve ayrica istahin azalmasina bagl oldugunu
gostermislerdir. Calismamizda sadece DOX verilen grupta 2 adet sican ve DOX+apelin-13
verilen grupta ise 1 adet sigan 6ldii. Bununla birlikte DOX uygulamasi yapilan ¢esitli
caligmalarda gelisen kardiyotoksisite, hepatotoksisite veya nefrotoksisiteye bagli ¢esitli
oliimler olmustur (Karanovic D. Ve ark. 2016, Alderton PM ve ark. 1992).
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Calismamizda histolojik incelemelerde kontrol grubunda Hematoksilen-eozin, Masson
trikrom ve Pikro sirius boyamalarinda normal histolojik yap1 saptanmistir. DOX grubuna ait
siganlarin karacigeri Hematoksilen-cozin boyasi ile incelendiginde bol yag damlaciklari,
graniiler dejenerasyon, bazi bolgelerde hiperpiknotik ¢ekirdekler ve nekroz oldugunu
gozlemledik. Bu bulgular da DOX ile hasar verilen benzer calismalarda sicanlarin
karacigerinde gozlenen bulgular ile benzerlik gosterdi (Jacevi¢ V ve ark. 2018, Raskovi¢ A
ve ark. 2011, Akindele AJ ve ark. 2018). Calismamizda kontrol, DOX ve DOX+apelin-13
gruplarinda Masson trikrom ve Pikro sirius boyamalarinda belirgin bir fark gézlemlemedik.
Bununla beraber DOX+apelin-13 grubunun Hematoksilen-cozin boyali kesitlerinde, yag
damlaciklarinin miktarinin azaldigini, hepatositlerdeki dejenerasyonun ve nekrozun azaldigini
gozlemledik. Sagiroglu T ve ark.(2014) sigcanlarda gelistirilen iskemi-reperfiizyon hasarinda
verilen apelinin lipit oksidasyonunu azalttigin1 ve gelisen karaciger doku hasarimi histolojik
olarak hafiflettigini ve bdylece karaciger islevleri iizerinde olumlu etkileri oldugunu
gostermiglerdir. Biz de g¢alismamizda gelisen karaciger hasarmin apelin-13 verilmesiyle
histolojik olarak geriledigini gozlemledik ve bu calismayla uyumlu sonuclar elde ettik.
Bunlara ragmen bizim ¢alismamizda buldugumuz sonuglara zit olarak; parsiyel hepatektomi
sonrast APJ sisteminin baskilanmasiyla Kupffer hiicrelerinin aktive oldugunu ve karaciger
rejenerasyonunu artirdigi  gosterilmistir (Yoshiya S ve ark. 2015). Apelin ve APJ’nin
hepatoseliiler karsinomada ekspresyonunun arttigi ve tiimoral anjiogeneze neden oldugu
gosterilmistir. Bu yilizden hepatoseliiler karsinomada anjiogenezin bir belirteci olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Muto J ve ark. 2014). Huang Q ve ark. (2016), hepatomalarda
apelin uygulamasinin ERK 1/2’yi fosforile ettigini ve Beclin-1’in ekspresyonunu artirdigini
ve dolayisiyla otofajinin arttigini géstermislerdir. Heniiz altta yatan mekanizma tam olarak
aydmlatilamamis olsa da non-alkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD) olan hastalarda
normal saglikli bireylere gore serum apelin-36 yiiksek bulunmustur (Aktas B ve ark. 2011).
Ercin CN ve ark.(2009) yine NAFLD olan hastalarda plazma apelin-12 seviyelerinin normal
bireylere gore yiiksek oldugunu bulmustur.

NF-xB proinflamatuar siireclerde artan bir transkripsiyon faktoridiir (Lawrence T.
2009). NF-«B nin aktivasyonu proinflamatuar sitokinler olan TNFa ve IL-1’in artisiyla
olmaktadir, bu da bize dokuda inflamatuar bir siirecin basladigini1 gostermektedir (Karin M ve
ark. 2004). immiinohistokimyasal boyama olarak kullandigimiz NF-xB antikoru ile kontrol ve

deney grubu arasinda belirgin fark gozlemledik. DOX verilerek hasar olusturulan grupta
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inflamasyonun artigiyla beraber daha yogun bir boyanma olmasi bu agidan diger ¢aligmalarla
uyumludur. Apelin-13 uygulamasit sonrasi proinflamatuar sitokinlerin (interlokin-1,
interlokin-6) seviyesinde diisiis; antiinflamatuar sitokin olan interlokin-10 seviyesinde ise
artis goriilmiistiir (Emam MN ve ark. 2016). Calismamizda DOX grubuna gére DOX+apelin-
13 grubunda NF-«B antikoru ile daha az boyanma gozlenmistir, bu da inflamasyonun DOX
grubuna gore daha az oldugunun gostermektedir ve yapilan diger calismalarla uyumludur.
Han S ve ark.(2013) akut pankreatit tizerine yaptiklar1 deneysel ¢alismada apelin
uygulamasimin NF-kB aktivasyonunu baskiladigini ve sonug¢ olarak inflamatuar siirecin
baskilandigin1 gostermislerdir. Deney grubuna gore tedavi grubunda NF-kB ile daha az yogun
boyanma olmasi apelin uygulamasinin inflamasyonu baskiladigini gosteren diger ¢aligmalarla
uyumludur.

Calismamizda DOX verilen grupta kontrol grubuna gore toplam antioksidan
kapasitede azalma, toplam oksidan kapasitede ise artis gozlemledik ve bu onceki ¢alismalar
ile uyumluydu (Afsar T ve ark. 2019).

Yapilan deneysel calismalarda DOX uygulamasinin serum ALT, AST degerlerini
yiikselttigi ve sonug olarak karaciger hasarina neden oldugu gosterilmistir (Kabel AM ve ark.
2018, Djabir YY ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda da kontrol grubuna gore hasar grubunda
serum ALT ve AST degerlerinde artis gozlemledik. Bir dokudaki hidroksiprolin artist
dokudaki toplam kollajen miktarini1 yansittig1 icin fibrozis konusunda fikir sahibi olmamizi
saglar (EI-Agamy DS ve ark. 2019, Iwata K ve ark. 2018). Karaciger hasar1 olan siganlarda
apelin-13 uygulanmasiyla alanin amino transferaz, aspartat amino transferaz ve laktat
dehidrogenaz enzim seviyelerinde diisiis saptanmistir. Ekzojen olarak verilen apelinin
karaciger doku hasarmin diizelmesi {izerinde olumlu etkileri gosterilmistir. Platelet kaynakli
biiyiime faktorii ve proinflamatuar sitokinlerin, stellat hiicrelerde APJ nin ekspresyonunu
artirdig1 gosterilmistir (Yokomori H ve ark. 2011). Calismamizda ELISA ile 6l¢iilen dokudaki
hidroksiprolin miktarinin DOX verilen grupta kontrol grubuna gore arttigini gozlemledik.
Apelin-13 verilen grupta ise hidroksiprolin miktari agisindan DOX grubuna gore azalma
gozlemledik. Ayni sekilde apelin-13 verilen grupta ALT ve AST degerlerinin azalmasi, DOX
nedeniyle olusan karaciger hasar1 iizerine apelin-13 uygulamasinin biyokimyasal olarak
olumlu yonde etkisi oldugunu gozlemledik. Cesitli deneysel caligmalarda apelin
uygulamasinin reaktif oksijen radikallerini azalttig1 ve toplam antioksidan kapasiteyi artirip,

toplam oksidan kapasiteyi azalttigi gosterilmistir (Pouresmaeili-Babaki E ve ark. 2018,
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Pisarenko OI ve ark. 2014). Bizim ¢alismamizda da antioksidan kapasite ve oksidan kapasite
tizerine apelinin etkisi bu ¢aligmalarla uyumluydu. APJ reseptoriiniin apelin ile uyarilmasi
sonucu vaskiiler endotelyal biiyime faktori(VEGF) ve platelet kaynakli biiylime
faktori(PDGF) artar ve sonug¢ olarak hiicrenin sagkalimi iizerinde olumlu etkiler gelisir
(Melgar-Lesmes P ve ark. 2011). Akut karaciger hasarinda apelinin ve reseptorii olan APJ nin
karacigerdeki mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Yasuzaki H ve ark. 2013).

Ozetle, DOX uygulanmasinin yapisal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
karaciger doku yapisina zarar verdigi gosterilmistir. DOX+apelin-13 verilen grupta ise, hem
yapisal hem de immiinohistokimyasal olarak bu doku hasarinin geriledigini ve beraberinde

biyokimyasal parametrelerin de uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.
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6.SONUC VE ONERILER

Sicanlarda DOX uygulanmasi sonucu gelisen karaciger hasarinin, apelin-13 verilerek

giderilip giderilmedigini yapisal ve immiinohistokimyasal diizeyde ve biyokimyasal olarak

gostermeyi amagladik. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz sonuglar sunlardir:

1.

Elde edilen bulgular 1s1ginda si¢anlara intraperitoneal olarak uygulanan DOX
sonrast sicanlarin karacigerinde yapisal ve immiinohistokimyasal olarak hasar
olustugu goriildii.

Yapilan 151k mikroskobik incelemede apelin-13 uygulamasinin karacigerde yapisal
ve immiinohistokimyasal olarak diizelme sagladigi ve inflamasyonu azaltti1
gortldii.

DOX uygulamasi sonras1 kandan bakilan biyokimyasal testler sonucunda ALT ve
AST nin arttigt ve ELISA ile bakilan TAS degerlerinde diisiis, TOS ve
hidroksiprolin degerlerinde ise artis gozlendi. DOX uygulamasinin tiim bu
sonuclar ¢er¢evesinde biyokimyasal olarak hasar olusturdugu gortildii.
DOX+apelin-13 uygulamasi sonrasi kandan bakilan biyokimyasal testler
sonucunda ALT ve AST’nin DOX verilen gruba gore azaldigi ve yine DOX
verilen gruba gore ELISA ile bakilan TAS degerlerinde artis, TOS ve
hidroksiprolin degerlerinde ise azalma gozlendi. Apelin-13 uygulamasinin tiim bu
sonuglar ¢ercevesinde biyokimyasal olarak gelisen hasar iizerinde geriletici etkisi
oldugu goriildii.

DOX ile olusturulan karaciger hasarina apelin-13’iin etkilerinin yapisal,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak arastirildigi bu ¢aligmanin bundan
sonra yapilacak olan deneysel ve klinik calismalara yol gdsterici olacagi
kanaatindeyiz.

Bu calismamizin klinikte uygulanabilir olmasi icin farkli apelin-13 dozlarinda,
farkli hasar mekanizmalariyla yapilacak deneysel ve klinik caligmalara ihtiyag
vardir.

Bu calismalar yapisal, immiinokimyasal ve biyokimyasal yontemler disinda daha

ileri ve molekiiler tekniklerle desteklenmelidir.
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OZET

DOKSORUBISIN UYGULANAN SICANLARDA APELIN-13 MOLEKULUNUN
KARACIGERE ETKIiSi

Bayrak E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Ana
Bilim Dali, 2020.

Bu c¢aligmanin amaci siganlarda doksorubisin verilerek olusturulan karaciger hasarinin,
apelin-13 verilerek histopatolojik ve biyokimyasal olarak giderilip giderilmedigini
gostermektir.

Calismada 30 adet erkek Wistar albino cinsi si¢an kullanildi. Sicanlar her grupta 10
sican olacak sekilde 3 gruba ayrildi; 1.Grup(kontrol grubu): 14 giin boyunca her giin 3ml/kg
intraperitoneal olarak salin verildi. 2.Grup(DOX grubu): 5 mg/kg doksorubisin 4 giinde 1
toplam 20 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak uygulandi. 3.Grup(DOX+apelin-13): 5
mg/kg doksorubisin 4 giinde 1 toplam 20 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak
uygulandi. Deneyin 2. haftasinin baglangicindan itibaren 7 giin boyunca 15 pg/kg apelin-13
intraperitoneal olarak verildi. Deney sonunda siganlara ksilazin S5Smg/kg, ketamin 100 mg/kg
verilerek anestezi altinda sakrifiye edildi.

Yapisal (Hematoksilen-eozin, Masson trikrom, Pikro sirius ve NF-kB antikoru) ve
biyokimyasal (ALT, AST, TAS, TOS ve hidroksiprolin) degerlendirmelerin yapilmasi igin
karaciger dokusu ve kan numuneleri alindu.

Hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger dokularinda kontrol grubunda normal
histolojik yap1 goriilmistiir. DOX verilen grupta hepatositlerde piknotik ¢ekirdek,
sentrilobiiler nekroz, siniizoidal dilatasyon ve yaygin dejenerasyon gozlendi. Apelin-13
verilen grupta tiim parametrelerde belirgin iyilesme gozlenmistir. Masson trikrom ve Pikro
sirius boyamalarinda 3 grup arasinda belirgin farklilik saptanmamistir. NF-xB antikoru ile
yapilan immiinohistokimyasal boyamada DOX grubunun kontrol grubuna goére daha yogun
boyandig1 saptanmistir. Apelin-13 verilen grupta sadece DOX verilen gruba gére NF-kB ile
boyanma yogunlugunun azaldigi goézlenmistir. Yapilan biyokimyasal degerlendirmelerde
DOX grubunda kontrol grubuna gore ALT, AST, hidroksiprolin ve TOS diizeylerinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. DOX grubunda TAS diizeylerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. DOX+apelin-13 verilen

grupta DOX grubu ile kiyaslandiginda ALT ve TOS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
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bir azalma saptanmistir. DOX ve DOX+apelin-13 gruplar1 arasinda AST, TAS ve
hidroksiprolin degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamuistir.
DOX+apelin-13 grubunda kontrol grubuna gore hidroksiprolin degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptanmistir. Kontrol grubuna gore DOX+apelin-13 grubunda ALT,
AST, TAS ve TOS degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir.
Elde ettigimiz veriler dogrultusunda apelin-13 uygulamasinin, DOX’a bagli olusan
karaciger hasarini; reaktif Oksijen radikallerinin miktarin1 azaltarak belirgin bir olgiide

azalttigin1 gozlemledik.

Anahtar kelimeler: Karaciger, doksorubisin, apelin-13
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF APELIN-13 MOLECULE IN RATS TREATED WITH
DOXORUBICIN

Bayrak E. Aydin Adnan Menderes University Faculty of Medicine Department of
Histology and Embryology,2020

The aim of this study is to show whether liver damage caused by doxorubicin in rats is
resolved histopathologically and biochemically by treatment of apelin-13.

Thirty male Wistar albino rats were used in this study. Rats were divided into 3 groups
with 10 rats in each group; Group 1 (control group): 3ml/kg intaperitoneal saline was given
daily for 14 days. Group 2 (DOX group): Every 4 days, 5 mg/kg doxorubicin was given
intraperitoneally, with a total of 20 mg/kg. Group 3 (DOX+apelin-13): Every 4 days, 5 mg/kg
doxorubicin was given intraperitoneally, with a total of 20 mg/kg. 15 pg/kg apelin-13 was
given intraperitoneally for 7 days from the beginning of the 2nd week of the experiment. At
the end of the experiment, rats were sacrificed under anesthesia by administering xylazine
5mg/kg and ketamine 100mg/kg. Blood and liver samples were taken for biochemical (ALT,
AST, TAS, TOS and hydroxyproline) and histopathological (Hematoxylin-eosin, Masson

trichrome, Pikro cirius and NF-«xB antibody) evaluations.

Normal histological structure was observed in the control group in liver tissues stained
with hematoxylin-eosin. In the DOX group, hepatocytes showed pycnotic nucleus,
centrilobular necrosis, sinusoidal dilation and diffuse degeneration. DXB+apelin-13 group
showed significant improvement in all histological parameters. There was no significant
difference between the 3 groups in Masson trichrome and picro cirius staining. In
immunohistochemical staining with NF-xB antibody, the DOX group was found to be stained
more intensely than the control group. It was observed that the intensity of staining with NF-
kB decreased in the group given apelin-13 compared to the group given only DOX. In
biochemical evaluations, there was a statistically significant increase in ALT, AST,
hydroxyproline and TOS levels in the DOX group compared to the control group. There was a
statistically significant decrease in TAS levels in the DOX group compared to the control
group. A statistically significant decrease in ALT and TOS levels was found in the group

given DOX+apelin-13 compared to the DOX group. There was no statistically significant
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difference between DOX and DOX + apelin-13 groups in AST, TAS and hydroxyproline
levels. There was a statistically significant increase in hydroxyproline levels in the
DOX+apelin-13 group compared to the control group. There was no statistically significant
difference in ALT, AST, TAS and TOS levels in the DOX+apelin-13 group compared to the

control group.

Results of the current study indicates that MSC administration may alleviate DXB-

induced liver damage via reducing oxidative stress.

Keywords: Liver, doxorubicin, apelin-13
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