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KISALTMALAR

: Asidik fibroblast growth faktor
: Alfa diiz kas aktinin

: Sitokeratin

: Yag depolayan hiicre

: Gliyal fibrilar asidik protein

: Hepatosit growth faktor

: Karaciger yildizsi hiicresi

: Noral hiicre adhezyon molekiilii
: Perisinuzoidal yildizsi hiicre

: Diiz kas hiicresi

: Yildizs1 hiicre aktivasyon proteini
: Sinaptofisin

: Transforming growth faktor



1. GIRIiS VE AMAC

Karacigerde 3 tip parankimal olmayan hiicre vardir: Kupffer hiicreleri,
endotel hiicreleri ve Ito hiicreleri (yag depolayan hiicreler, lipositler, karaciger
yildizst hiicreleri) (1). ito hiicreleri Disse araliginda yer almaktadirlar. Hepatositler
ve endotel hiicreleri ile yakin temas halindedirler (1, 2). Karacigerin esas (ana)
hiicrelerinin %15 ini olustururlar (3). Ito hiicrelerinin karaciger dokusu disinda,
pankreasta asinuslar c¢evresinde, akcigerde alveoller arast septumda, bobrek
korteksinde tiibiiller arasinda ve ince bagirsaklarda lamina propiyada da gorildiigi
bildirilmistir. Elektron mikroskopta, sitoplazmalar1 lipit damlaciklar1 ile dolu
graniillii endoplazmik retikulum (GER) ve Golgi organelleri iyi gelismis, sitoplazmik
uzantilar1 olan hiicreler olarak tanimlanmistir (4, 5). Karaciger Ito hiicreleri
sitoplazmalarinda biiyiilk yag damlaciklar ile karakterize olmakla beraber %
25’inden fazlas1 yag damlacigi ihtiva etmez. Bu tip ito hiicrelerine‘bos ito hiicreleri’
denir (1). A vitamini, retinil esterleri formunda karaciger Ito hiicrelerinde depolanir.
Bu hiicreler, hiicre dis1 matriks yapim ve yikimi, transforming growth faktor B,
(TGF- B; )’in ve hepatosit growth faktor (HGF)’iin iiretilmesi ve karacigerdeki
mikrovaskiiler diizenlemeden sorumlu hiicre fonksiyonlarim1 yerine getirmektedirler
(5-9).

Primer kiiltiirde ito hiicreleri dinlenme formundan aktive sekle gecmektedir.
Bu siire¢ ‘aktivasyon’ veya ‘transformasyon’ olarak isimlendirilir. Aktivasyon
sirasinda Ito hiicreleri A vitamini depolarin1 kaybederler, sayilar1 artar ve
miyofibroblastlarin morfolojik 6zelliklerini kazanirlar (1). Hiicre dis1 matriks, sitokin
reseptorleri, kontraktil filamanlar ve metalloproteinazlar bu silirecte rol
oynamaktadirlar (9, 10). Ito hiicreleri aktive olunca kollajen tip I ve tip III,
fibronektin, laminin, tenaskin, entaktin, undulin ve proteoglikanlar gibi bir¢cok bag
doku elemanini iiretmeye baslarlar (1, 8, 11). Karaciger fibrogenezinde de aym
degisiklikler olmaktadir. Benzer olarak, Ito hiicrelerinin karaciger fibrogenezinde
onemli rol oynadigina dair kanitlar giderek artmaktadir (1, 12). Kronik karaciger
hastaliklarinda hiicre dis1 matriksteki fibrotik bilesenlerin en &nemli kaynagi Ito
hiicreleridir. Karaciger fibrozisi, hepatoselliiler karsinom ve kronik hepatit gibi

patolojik kosullarda ito hiicrelerindeki A vitamini depolanmasi azalmakta, kollajen



tretimi artmaktadir (5, 13). Hiicrelerin biiylimesi ve Ito hiicrelerine 6zgii cogu
fonksiyonlarin biiylik T antijeni tarafindan diizenlendigi iddia edilmektedir (8). Cok
nadir olsa da Ito hiicrelerinden koken alan tiimérler gdzlenmistir (13).

Ara filamanlar tim memeli hiicrelerinde bulunur. Doku ve hiicre tiplerine gore
farklilasmislardir. Ara filamanlarda, tubulin ile aktin birleserek 10 nm.lik filamanlari,
bunlar da hiicre iskeletini olusturmak iizere polimerize olurlar (1).

Genellikle epitel hiicrelerinde keratinler eksprese edilir. Noronlarda
norofilamanlar, astrogliyal hiicrelerde gliyal filamanlar, kas hiicrelerinde desmin ve
mezengimal kdkenli hiicrelerde ¢gogunlukla vimentin eksprese edilir. Bununla beraber
iki yada daha fazla ara filamanin ko-ekspresyonu (6rnegin; keratinler ve gliyal
fibrilar asidik protein-GFAP) miyoepitelyal hiicrelerde gdzlenmistir. ito hiicreleri,
fonksiyonel ve morfolojik olarak diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve
miyofibroblastlara benzer bir yapi sergilerler (1).

Desmin, vimentin, alfa diiz kas aktinin (a-SMA), gliyal fibrilar asidik protein
(GFAP), tiibiilin immunohistokimyasal olarak Ito hiicrelerinde tanimlanmstir (5).
Vimentin, desmin ve o-SMA eksprese etmeleri esas almarak Ito hiicrelerinin
mezensimal kaynakli olduklari diisiiniilmektedir (7). In vivo ve in vitro Ito hiicreleri,
bir ara filaman olan desmine pozitif boyanma reaksiyonu verirler. Ancak desmin
pozitif boyanan Ito hiicreleri yaninda desmin negatif boyanan ito hiicrelerinin de
oldugu, bu hiicrelerin heterojenite gosterdigi tespit edilmistir. Desmin ile (+)
boyanan Ito hiicreleri vimentin ile de boyanmaktadir (5, 6). Uzamus kiiltiir sirasindaki
aktivasyonunda a-SMA ile de pozitif boyanma reaksiyonu verirler. Bununla beraber
yeni izole edilmis ito hiicreleri a-SMA’e pozitif reaksiyon vermez ve bunlarin %
50’sinden biraz fazlasi desmin ile immiinolojik olarak tanimlanabilir(1). Karacigerde
fibrozis gelistiginde desmin, a-SMA immiin reaksiyonu olduk¢a artmaktadir (5).
Bunun yani sira normal sigan karaciger ito hiicreleri a-SMA taramasi ile ortaya
cikarilamaz (1). In vivo ve in vitro kosullarda Ito hiicrelerinin tanimlanmasinda,
GFAP’1n hiicreye 6zel bir isaretleyici olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Laminin
pozitif immiin reaksiyon veren hiicreler Ito hiicreleri olarak tamimlanmistir. Bu

nedenle laminin de Ito hiicreleri i¢in belirleyici bir isaretleyici olarak bildirilmistir

().



Desmin ve a-SMA in vivo ve in vitro Ito hiicreleri igin hiicre tipi 6zgiin
belirteci degildir. Ciinkii hepatik diiz kas hiicreleri ve damar miyofibroblastlar
desmin ve a-SMA antikorlar ile reaksiyona girer. Bu yiizden desmin ve a-SMA Ito
hiicreleri ile karaciger fibroblastik hiicrelerini ayirt edebilmek icin yeterli bir
belirte¢ degildir. Ancak, GFAP Kkiiltiirdeki, hasarlanmis ve normal si¢an karacigeri
Ito hiicreleri igin dzgiin bir belirtectir (1).

Son yillarda, Ito hiicresinin biyolojisi iizerine yapilan ¢alismalar daha gok
fibrogenez, matriks azalmasi ve retinoid depolamasina odaklanmistir. Ancak
yapilan literatiir taramas1 sonucunda Ito hiicrelerinin embriyolojik gelisim siirecine
iliskin ¢ok az bir veri oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda,
biz de karaciger yildizsi hiicrelerinin embriyolojik gelisimlerini, sahip olduklari
asidik fibroblast growth faktor (aFGF) belirtecini kullanarak immunohistokimyasal
yontemlerle arastirmayr amacladik. Planlanan mevcut c¢alismada prenatal ve
neonatal karaciger gelisiminde hiicrenin ilk ortaya c¢ikisi, diger hiicresel yapilara

paralel olarak gelisim evreleri, lokalizasyonu ve 6zellikleri tanimlanacaktir.



2. GENEL BILGILER

Embriyonik doku veya organik diizenlenmenin histogenezinde, hiicre
cogalimmin meydana gelmesi, epitelyal hiicrelerin farklilagmasi ve sonrada doku
olarak polarite kazanmasi esas olarak zorunludur. Organik restorasyonun
morfogenezi siirecinde, epitelyal-mezensimal etkilesimin 6nemli bir roli olduguna
inanilmaktadir. Bu etkilesim genellikle hiicre dis1 matriks, hiicre yiizeyi ile iliskili

molekiiller, mezensimal faktorlerle diizenlenmektedir (14).

2.1. KARACIGER, SAFRA KESESI VE SAFRA YOLLARININ
EMBRIYOLOJIK GELISIMI:

Karaciger, safra kesesi ve safra kanallar1 dordiincli haftanin basinda, 6n
bagirsagin kaudal parcasindan 6ne dogru bir ¢ikinti olarak belirirler. Divertikulum
hepatikum (karaciger tomurcugu) septum transversuma uzanir. Septum transversum
kalp taslag: ile orta bagirsak arasinda uzanan splanik mezodermal bir kitledir ve
diyafragmanin sentrum tendineumu ile bu bolgedeki mezenteriyum ventraleyi
olusturur. Divertikulum hepatikum, mezenteriyum ventralenin iki yapragi arasinda
hizla biiyliyerek ikiye ayrilir. Divertikulum hepatikumun daha biiyiik olan kraniyal
pargasi primordium hepatikum admi alir. Cogalan endodermal hiicreler hepatik
hiicre kordonlarini ve intrahepatik safra kanallarin1 déseyen epiteli olustururlar. Bu
hepatik hiicre kordonlari, endotel ddseli bosluklarin g¢evresinde ag olusturarak
karaciger sinuzoidlerinin taslaklarin1 meydana getirirler. Karacigerin fibr6z dokusu,
hematopoietik dokusu ve Kupffer hiicreleri septum transversumdaki mezensimden
gelisirler (15).

Karaciger hizla gelisir ve besinci haftadan onuncu haftaya kadar karin
boslugunun biiyiik bir kismini kaplar. Vena umblikalisten karacigere akan oksijenli
kanin miktari, karacigerin gelisimini ve fonksiyonel segmentasyonunu belirler.
Baslangigta karacigerin sag ve sol loblarimin biiyiikliigii ayni iken, kisa bir siire sonra
sag lob daha fazla biiyiir. Altinc1 haftada baglayan hematopoiezis, karacigere parlak
kirmizi bir renk verir; karacigerin yedinci ve dokuzuncu haftalar arasindaki

biiytlikliigiinden de bu hematopoietik aktivite sorumludur. Dokuzuncu haftaya kadar



fetiistin total agirliginin % 10’unu karaciger olusturur. Onikinci haftada, karaciger
hiicreleri safra yapimina baglar (15).

Divertikulum hepatikumun daha kiiciik olan kaudal pargasi vesika biliarisi,
divertikiiliin sap1 da duktus sistikusu olusturur. Baslangigta ekstrahepatik safra yollar
epitel hiicreleri ile tikanmigken, bu hiicrelerin dejenerasyonu ile vakuolizasyon olusur
ve kanallar acilir. Duktus hepatikus ve duktus sistikusu duodenuma baglayan kordon,
duktus koledokusa doniisiir. Baslangigta duodenum kavsinin 6n yiiziine bagl olan
duktus koledokus, duodenumun biiylimesi ve rotasyonu ile, duodenumun arka yiiziine
taginir. Oniiclincli haftadan sonra duktus koledokustan gegerek duodenuma giren

safra, mekonyuma koyu yesil rengini verir (15).

2.2. ITO HUCRELERIYLE BAGLANTILI OLARAK HEPATIK
SINUZOIDAL YAPININ GELISIMI:

Insanlarda, karaciger primordiyumu, gebeligin 4. haftasinin somit ve nédral tiip
periyoduna denk gelen 20 somitli embriyonda bulunmaktadir. On bagirsagim distal
ucundaki endodermal epitelden gelismistir (16). Insanlarda gebeligin 5. haftasinda,
fare ve sicanlarda gebeligin 10. giinlinde, kalinliklar1 1-2 veya daha fazla hiicre
iceren gevsek karaciger hiicre kordonlar1 septum transversumun mezensimal
dokusuna dogru biiytimektedir. Karaciger hiicre kordonlar1 arasinda primitif sinuzoid
benzeri yapilar goriilmektedir. Insanlarda gebeligin 6-8. haftasinda veya fare ve
sicanlarda  12-14. giinlerde  hepatik  sinuzoidlerin  elemental  bilesenleri
belirmektedirler. Bununla birlikte perisinuzoidal kollajen fibrilleri nadiren
goriilmektedir. Sinuzoidleri araliksiz bir hat haline getiren endotel hiicreleri ise
mitotik sekillerde goriiliirler. Disse araligi genelde dardir ve bu darlik endotel
hiicreleri, gelismekte olan karaciger hiicreleri ve olgunlagmamis hematopoietik
hiicreler arasinda yakin temaslara neden olmaktadir (16, 17). Perisinuzoidal aralikta,
Ito hiicreleri glikojen partikiilleriyle cevrili bir ya da iki yag damlacig1 ile karakterize
edilmektedir. Bunlarin lateral sitoplazmik olugsumlari siklikla goriilmektedir. Endotel
hiicrelerin sitoplazmik olusumlar1 da zayiflayarak ince bir tabaka haline gelirler.
Organelsiz endotel hiicre tabakalarinda gézenek ve pencerelere rastlanmamaktadir.
Bitisik endotel hiicreleri arasinda hiicre i¢i sik1 baglant1 (tight junction) ve kompleks

interdijitasyonlara sik sik rastlanmaktadir. Bu nedenle gebeligin bu asamasinda



endotel hat genelde araliksiz goriiniir. Bununla beraber, nadiren de olsa karaciger
hiicrelerinin mikrovilluslar1 veya Ito hiicrelerinin sitoplazmik olusumlari, endotel
hattaki bosluklar veya gozenekler yoluyla sinuzoide dogru, bir ¢ikinti meydana
getirirler. Endotel hiicrelerin hemen altindaki perisinuzoidal aralikta Ito hiicrelerinin
sitoplazmik olusumlar1 lateral olarak genislerler ve endotel hatti kuvvetlendirirler
(16).

Sonug olarak, insan embriyosunun hepatik sinuzoidal endotel hattinin ve 5-12
haftalik gebelikteki fetiislerin bosluksuz yani araliksiz oldugu kaydedilmistir.
Bankston ve Pino; siganlarda 10-16 giinlik fetal sican karacigerlerindeki
sinuzoidlerin hiicre i¢i birlesme (junction) sergileyen araliksiz endotel hiicreleriyle
cevrili olduklarin1 ve gebeligin 17. giinlinde aralikli endotel hiicrelerin ilk olarak
goriinlip ondan sonra sayica kademe kademe arttiklarini tespit etmislerdir. Bazal
membran, si¢anlarda gebeligin 13-14. giiniiyle birlikte ortaya ¢ikmaktadir. Gebeligin
12-14. gilinlerine kadar siki baglant1 noktalarina sahip araliksiz endotel hiicrelerinin
var oldugu gosterilmistir. Gebeligin 15. giiniinden baslamak iizere aralikli/pencereli
endotel hiicreleri gdzlenmistir. Yapilan biitiin ¢alismalarin ortak sonucu; yetiskin
karacigerde oldugu gibi fetal hepatik sinuzoidal duvarlarda bazal membranin
gozlenmedigidir. Endotel hiicrelerinin gelisimi ile ilgili olarak, gebelik esnasindaki
en belirgin degisiklik erken gelisim asamasindaki araliksiz hiicrelerin, aralikli
hiicrelerle yer degistirmesidir. Bu da, farelerde gebeligin 15. giinii, si¢anlarda 17.
giinii, insanlarda da 12. haftada gerceklesmektedir. Fare ve sicanlarda dogumdan

sonra 4-5. glinlere kadar sinuzoidal ve perisinuzoidal yapilar tamamiyla olusurlar

(16).

2.3. ITO HUCRELERININ EMBRIYOLOJIK GELISIiMI:

Erken gebelik doneminde insan karaciger hiicre kordonlari, septum
transversumun mezensimal dokusunu istila ederler. Septum transversumdaki
mezensimal hiicreler perisinuzoidal araliga yerlesirler ve Ito hiicreleri haline gelirler
(16, 17). ito hiicrelerinin niikleuslar1 ovoid (yumurta) seklindedir ve gelismekte olan
hematopoietik hiicreler tarafindan iyice sikistirilmis vaziyettedir (16). Sitoplazmada
graniillii endoplazmik retikulumun homojen ve elektron yogun materyalle dolu hafif

geniglemis kisa tubuler profilleri bulunmaktadir. Ayni zamanda birka¢ kiigiik



mitokondriyon, dagimik haldeki serbest ribozomlar ve diizensizce seyreden
mikrofilamanlar da goriilebilmektedir. Birkag yogun cisim ve primer lizozom
bulunmakta fakat hicbir sekonder lizozom gdzlenmemektedir (16, 18). Fetal Ito
hiicrelerinin siklig1, yetiskin insan karacigerlerindekinden daha yiiksektir. Gebeligin
bu asamasinda Ito hiicrelerinin ince yapisi, yetiskin karacigerlerdeki fibroblastlara
benzemektedir. Bunun nedeni ise, fibroblastlar ve Ito hiicrelerinin her ikisinin de
septum transversumdaki mezensimal hiicrelerden koken almasidir. Gebeligin
farelerde 15. giinii civarinda, sicanlarda 16-18. giinler civarinda ito hiicreleri artik
elektron yogun materyalle ve iyi gelismis Golgi kompleksiyle dolu ve 6énemli dlgiide
genislemis graniillii endoplazmik retikuluma sahiptirler. Ayrica bu hiicrelerin plazma
zar1 altindaki bolgelerinde bulunan mikrofilamanlarda da hafif bir artis goriiliir. Her
ne kadar gebeligin bu asamasinda Ito hiicreleri, tipik miyofibroblastlarin
icerdiklerinden daha az miktarda mikrofilaman ve plazmalemma altinda yogun
alanlar icermekte iseler de, bu 6zelliklerinin tipik miyofibroblastlarin 6zelliklerine
benzedigi goriiliir. Bu durum fetal ito hiicrelerinin miyofibroblast benzeri
transformasyonu olarak degerlendirilmektedir (16).

Civciv embriyosu karacigerinde ito hiicrelerinin gelisimi, elektron mikroskobu
kullanilarak caligilmistir. Disse araligindaki kollajen fibriller hemen 6 giinliik civciv
embriyonlarinda goriilmiistiir. Bu aralik, primitif Ito hiicreleri olarak adlandirilan
fibroblast benzeri hiicreleri igermektedir. A vitamini fluoresansi ve lipit damlaciklari,
inkiibasyonun 9. giiniinde primitif ito hiicrelerinde goriilmeye baslarlar. Disse
arahigindaki primitif Ito hiicreleri, A vitamini alma ve depolamadan daha 6nce
kollajen fibrillerini iiretme yetenegi kazanirlar (18).

Erken gebelik asamasinda Ito hiicreleri, genelde glikojen partikiilleriyle cevrili
olan ¢ok az miktarda kiiciik yag damlaciklar1 igermektedirler. Yetiskin insan
karacigerlerinde ise Ito hiicreleri, glikojen partikiilleri ile ¢evrili olmayan ve daha
biiylik sayida yag damlaciklarina sahiptirler. Bu yiizden glikojen partikiilleriyle
cevrili intrasitoplazmik yag damlaciklari, erken gebelik asamasindaki insan Ito
hiicrelerine ~ 6zgiidiirler  (16). Gebelik esnasinda Ito hiicrelerindeki  yag
damlaciklarinin sayisi, ge¢ fetal karacigerlerdeki A vitamininin yogunlugundaki
artisa paralel olarak kademe kademe artmaktadir (16, 19). Bununla birlikte perinatal

asamalarda bile yag damlaciklarmin sayis1, yetiskin karacigerlerin Ito hiicrelerindeki



yag damlaciklarinin sayisina kiyasla ¢ok ¢ok diisiiktiir (16, 18). Bu tespit, fetal ve
neonatal asamalarda, yetiskinlerdekine nazaran depolanmak iizere daha az bir
miktarda A vitamini olusunun morfolojik bir yansimasi olabilir (16).

Ito hiicrelerinin erken gebelik donemindeki ince yapi Ozellikleri acisindan
fibroblastlara benzedikleri, daha sonraki fetal yasamda (farelerde gebeligin 15. giinii,
siganlarda 16-18. giinler civarinda) ise kismen miyofibroblast benzeri o6zellikler
sergiledikleri kaydedilmektedir (16).

Farelerde ve sicanlarda dogumdan sonra 4-5. giinlerde bazi farkliliklar halen
varligin1 siirdiirmekte ise de, sinuzoid ve perisinuzoidal yapilar, endotelyal hiicreler

ve Ito hiicreleri morfolojik olarak yetiskin asamadakilere cok benzemektedirler (16).

24. SICAN KARACIGER GELIiSIMINDE HEMATOPOIETIK
OLMAYAN KARACIGER HUCRELERININ IMMUNOHISTOKIMYASI:

Hiicrelerin sekillerine ve lokalizasyonlarina gore ayrimi kesin bir sekilde
miimkiin olmamaktadir. Bu problemlerin iistesinden gelebilmek i¢in bir dizi
molekiiler belirtecin belirli bir hiicre tipini tanimlamak amaciyla karsilagtirilmasi
gerekmektedir (20).

Normal yetiskin, neonatal ve fetal sican karacigerinde, desmin, alfa diiz kas
aktinin (a-SMA) sitokeratin no.8 (CK.8) ve no.18 (CK.18)’ in ekspresyonu ve
hiicresel dagilimi kriyostat kesitlerde immunohistokimyasal olarak arastirilmistir.
Gebeligin 14. ve 15. giinlerinde embriyonik karacigerdeki hemapoietik olmayan
hiicreler gii¢lii desmin pozitiftir. Baslica periferde lokalize olan hiicrelerin bazilar
anti- 0-SMA ile de boyanmislardir. Desmin immiinoreaktivitesi gebeligin 16.
giiniinden sonra gittikce azalmaktadir. Desmin pozitif hiicrelerin fetal ve erken
neonatal gelisim sirasinda hematopoietik hiicreler ile yakin iliskide oldugu
gozlenmistir. 16. giiniinden sonra ilkel hepatositler desmin negatif hale gelir. Geriye
CK-8 ve CK-18 pozitivitesi kalir. Desmin eksprese eden hiicrelerin sayisi
karacigerde, embriyonik periyoddan neonatal doneme gegtiginde artmistir. Bununla
beraber her birim alandaki mutlak sayilari, hepatositlerle iliskili olarak yas ile

azalmaktadir (21).



2.,5. IN ViVO VE IN VITRO OLARAK ITO HUCRELERIi iCiIN
BELIRTECLER:

2.5.1. Gliyal Fibrilar Asidik Protein (GFAP):

Gliyal fibrilar asidik protein (GFAP), 50 kDa biyiikliiglinde bir ara
filamandir ve bunlar ilk olarak merkezi sinir sistemindeki astrogliyal hiicrelerde
tanimlanmiglardir. Beyin travmasi, yaslanma ve norodejeneratif hastalik
durumlarinda GFAP ekspresyonunun birkag¢ kat arttigt gozlenmistir. Astrogliyal
hiicrelerden baska, GFAP immiinoreaktivitesi, olfaktér sistemin Schwann
hiicrelerinde gosterilmistir. Periferal sinir sisteminde oldugu gibi bir¢cok 6zel bolgede
bulunur. Sican enterik gliya benzeri hiicrelerinde tespit edilmistir. Sinir sistemi
haricinde GFAP immiinoreaktivitesi tlikriik bezlerinde, lens epitelinde ve karacigerde
lokalize olabilir. Gard ve Ark. lar1 karaciger perisinuzoidal hiicrelerinde mevcut olan
GFAP immiinoreaktivitesini dolayli olarak immunofloresans ile gostermislerdir (1).

Normal ve hasarli sican karacigerinde GFAP’in immunoreaktivitesi
incelenmis; Ito hiicrelerindeki GFAP gen ekspresyonu, endotel hiicreleri, Kupffer
hiicreleri ve hepatositlerde de analiz edilmistir (1). Normal karacigerde
perisinuzoidal alanda GFAP (+) hiicreler bulunmustur (1, 6). Bu hiicrelerin ayni
zamanda desmin (+) oldugu immiin boyama ile belirlenmistir. Damar duvarlarinin
hiicreleri ise desmin (+), GFAP (-) tir. Tim GFAP (+) hiicreler, desmin (+) tir. Fakat
bazi desmin (+) hiicreler, gliyal fibrilar asidik protein (-) tir (6zellikle septanin
iginde). In vitro olarak test edilmis farkli karaciger hiicre alt gruplar1 arasinda, GFAP
gen ekspresyonu sadece ito hiicrelerinde saptanabilmistir. Primer kiiltirde GFAP
ekspresyonunun, Ito hiicre aktivasyonuna paralel olarak azaldig1 goriilmiistiir (1, 22).

GFAP, Ito hiicreleri ile diger fibroblastik karaciger hiicrelerinin (damar
duvarlarinin hiicreleri) ayirt edilmesini saglayan Ito hiicrelerinin yeni hiicre tipi
ozgiin belirleyicisidir. Bunlar ito hiicrelerini temsil etmek iizere fibrotik septalarin
kenarlarina lokalize olmuslardir (1, 23).

Perisinuzoidal Stellat hiicre (PSC)’nin miyofibroblasta doniistimii esnasinda
hiicre i¢indeki GFAP miktar1 artmaktadir. Bu dontisiim siireci, hiicre iskeletine ait

isaretlenmis degisiklikler ile tanimlanabilmektedir. GFAP eksprese edilmesine baglh
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olarak, Ito hiicresinin normal ve déniismiis fenotipleri arasinda aymrim yapmak
miimkiindiir (20).

Ito hiicre aktivasyonunun yiiksek bir kasilma kapasitesi ile sonuglandig: kabul
edilmektedir. Aktivasyon sirasinda, erken Kkiiltiirlerde bulunan ito hiicreleri
cogalmakta ve transisyonel hiicreler vasitasiyla fenotipik olarak miyofibroblastlara
doniismektedirler. Transisyonel hiicreler, ito hiicreleri ve miyofibroblastlarin
arasinda ara ozellikler tasiyan hiicrelerdir ve Ito hiicrelerine kiyasla sitoplazmada
daha diisiik sayida lipit damlacigina sahip olmalariyla ve endoplazmik retikulumun
belirgin bir sekilde goriinmesiyle karakterize edilmektedirler. Miyofibroblastlar ise,
fibroblastlarla diiz kas hiicreleri arasinda bir ara hiicre tipi sayilmaktadirlar. Bazi
karakteristik kollajen tiplerini yiiksek oranda eksprese etmeleri, desmin ve
mezensimal bir belirte¢ olan vimentin gibi belirli ara filaman proteinlerini artan
oranlarda eksprese etmeleri ve A vitamininden yoksun olmalart miyofibroblastlari
normal perisinuzoidal hiicreden ayiran 6zelliklerdir (20).

GFAP; simdiye kadar perisinuzoidal Ito hiicrelerinin hem normal hem de
doniisiime ugranus fenotiplerinde var oldugu bilinen en genel Ito hiicre

belirleyicisidir (20).

2.5.2. Desmin Ve Vimentin:

Fetal sican karacigerinde desminin immiinlokalizasyonu, gebeligin 12. giiniinden
itibaren c¢ok sayida karaciger hiicresinde gosterilmistir. Yaklagik gebeligin 20.
giinlinde yetigkin sican karacigerindekiler ile ayn1 yogunlukta desmin igeren hiicreler
bulunmustur. Ozellikle gebeligin 12-13. giinlerinde desmin igeren 2 gesit karaciger
hiicresi gosterilmistir:

a) Hiicrenin her yerinde basket potast seklinde ag olusturan ara filamanlar

ile hepatositler,

b) Bitisik hiicreler arasinda yer alan ince-uzun olusumlar1 ve daha kuvvetli

boyanmis ara filamanlari ile Ito hiicreleri.

Desmin pozitivitesi yoniinden, gebeligin 14. giinlinden sonra hepatositler azalir
ve 18. giinden sonra sadece Ito hiicreleri kalir (24). Hepatositler sitokeratin ve

desmin, Ito hiicreleri ise vimentin ve desmin icerir (24, 25).
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Sicanlarda fetal Ito hiicreleri ve hepatositlerin gebeligin 12 ve 13. giinlerinde bazi
ortak ozellikleri vardir:

a) Az yada cok yildizimsi sekillidirler.

b) Yag damlaciklar1 ve muhtemelen A vitamini igerirler (24).

¢) Ito hiicrelerinde bulunan desmin ayn1 zamanda sitokeratin C8 ve C18i igeren

fetal hepatositlerde de vardir (24, 25).

[to hiicreleri normal yetiskin karacigerde hepatosit growth faktdrii (HGF)
eksprese etmektedirler ve bu sekilde parakrin yolla hepatosit artisini diizenliyor
olabilirler. Gelisen karaciger dokusunda desmin pozitif fetal Ito hiicrelerinin yiiksek
yogunlugu, etraftaki hepatositlerin ¢ogalimi icin gerekli olmasindandir. Bu hiicreler,
aynt zamanda hiicre farklilagmasinda ¢ok Onemli yeri olan hiicre disi matriksi
tirettiklerinden, hepatosit olgunlagsmasini kontrol etmektedirler (24).

Hepatik sinuzoidi ¢evreleyen hiicreler, yetiskin disi siganlarda (12 aylik) izole
edilmislerdir ve Ito hiicrelerinin (yag depolayan hiicreler) 6zelliklerini belirlemek
lizere uygun bir sekilde kiiltiire edilmislerdir. Ito hiicrelerinin izolasyonunda bir
belirte¢ olarak desmin boyamasi kullanilmistir ve yiiksek derecede piirifiye desmin
pozitif hiicre fraksiyonu elde edilmistir. Desmin pozitif hiicrelerin %10’undan daha
azi, A vitamini oto-fluoresansi i¢in de pozitif bulunmustur. Bununla beraber, A
vitamini pozitif hiicrelerin sayisi, vitamin A verildikten sonra artmis ve A vitamini
verildikten 1 hafta sonra desmin pozitif hiicrelerin sayis1 % 50 oraninda ¢ogalmistir.
pozitiftir. Ito hiicrelerinin alt kiiltiirlerinin tekrarlanmasindan sonra yag damlaciklari
kaybolmustur. Ito hiicrelerinin elektron mikroskobik &zellikleri, kalin gévdelerinin
yoklugu ile ayirt edilen miyofibroblastlara benzer hale gelmistir. Bu da Ito
hiicrelerinin olasilikla miyofibroblastlara doniigebildigini gostermektedir. Kollajen
lifler bazen, hiicre dis1 aralikta rastlanmistir. Bu sonuglar, ito hiicrelerinin miyojenik
ve fibrojenik 6zelliklerinin her ikisini de tasidigin1 ve liposit veya miyofibroblastlarin
0zgiin fonksiyonlarini koruyan desmin pozitif hiicreler olduklarini gostermistir. Ara
filamanlarin  boyanmasi Ito hiicrelerin tanimlanmasinda yararhdir ve yiiksek
derecede izole edilen Ito hiicre fraksiyonunun belirteg¢ olarak desmin boyasi

kullanilarak gosterilmesi kolaylasabilir (26).
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Desmin ve vimentin ara filamanlarinin, perisitlerdeki kompozisyonu tavuk
mikrovaskiiler yataklarinin dondurulmus kesitlerinde immunofluoresans ve
immunoelektron mikroskobik isaretleme ile calisilmistir. Incelenen tiim perisitler,
desmin ve vimentinin her ikisini de icermektedir ve bunlarin kompozisyonu, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde bulunanlar ile aymidir. Ilaveten desmin ve vimentin, hepatik
sinuzoidin Ito hiicrelerinde (bunlar karaciger &zel perisitleridirler) ve splenik
sinuzoidin retikiiler hiicrelerinde bulunmustur. Bu hiicreler perisitlerin olmadigi
kapillerlerde endotel hiicrelerinin disinda bulunurlar. Desmin varlig1 perisitlerin ve
Ito hiicrelerinin de, damar diiz kas hiicreleri gibi kontraktil cisimler igerdigi
hipotezini desteklemektedir. Perisitlerin olmadigr mikrovaskiiler yataklarda desmin
ve vimentinin endotel hiicrelerine bitisik yer aldigin1 ve perisitlere benzer
fonksiyonlar gdsterdigini ortaya koyulmustur. Perisitlerin fonksiyonlarinin su sekilde
oldugu tahmin edilmektedir:

(a) Kurbaga gozlerinin kapillerleri etrafinda bulunan Rouget hiicrelerinde in

vivo incelenmis olarak; kontraktilite .

Diger yandan kuslara ve memeli hayvanlara ait perisitlerde ¢ok anlamli olmamakla
birlikte sunlar ispatlanmistir:

(b) Fagositoz: Inflamatuar reaksiyonlarda perisitlerde yabanci materyallerin

arttig1 gozlenmistir.

(¢) Mezensimal farklilagsma: Perisitlerin diiz kas hiicre fibroblastlar1 ve yetiskin

hayvanlardaki diger mezensimal hiicrelere farklilastiklarina inanilmaktadir.

Plazma hiicrelerine farklilastiklar1 bile bazi yazarlar tarafindan kabul

edilmektedir. Perisitler i¢in spesifik markerlerin olmayisindan dolay1r bu

yetenekleri gosterilememektedir (27).

Hepatik sinuzoiddeki liimen, endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri ile
sinirlanmistir.  Sinuzoidi ¢evreleyen hiicreler ve hepatik parankimal hiicreler
arasinda Disse araligit olarak adlandirilan perivaskiiler aralik mevcuttur.
Hepatositlerin ¢ok sayidaki mikrovilluslar1 boyunca, Ito hiicrelerinin uzantilari,
araliktaki sinuzoidal duvara paralel olarak gozlenmislerdir. Lokalizasyonlart goz
oniinde tutulursa, bunlarin ito hiicrelerinin gévde ve uzantilar1 olmasi olasidir.
Immunofluoresans mikroskobu ile her iki protein igin isaretleme, hiicre gévde ve

uzantilarindaki  yogunluk bakimindan karsilagtirilabilmistir.  Dolayli  olarak
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immunoelektron mikroskobu, desmin veya vimentinin biri ile isaretlenmis Disse
araligindaki endotel hiicreleri ve hepatik parankimal hiicreler arasinda lokalize olmus
hiicre uzantilarin1 acik bir sekilde gdstermektedir. Bu da her iki proteinin de Ito
hiicrelerinde bulundugu sonucunu dogrulamaktadir (27).

Desmin varlig1 nedeniyle ito hiicreleri de, perisitler ve damar diiz kas hiicreleri
gibi kasilma yetenegine sahiptirler. Endotelin-1 (ET-1) ve substance P.” ye kars,
kiiltiire edilmis Ito hiicrelerinin kasilabilme yanitlari incelenmistir. Ito hiicrelerinin
alan1 kiiltiir ortaminda ve 4 degisik konsantrasyonlarda endotelin-1 ve substans P ile
islemden sonra Olclilmiistiir. Hiicrelerin alani, doza bagl olarak, endotelin-1 ve
substans P ile islemden sonra azalmistir. 200nm/L endotelin-1 ile islemden sonra
alandaki maksimal azalma muameleden sonraki 60. dakikada meydana gelmektedir.
200nm/L substans P icin alandaki maksimal azalma 10. dk.da dikkat cekmektedir. Ito
hiicreleri, endotelin-1 ve substans P’ye yanit olarak kasilmiglardir. Uzantilarin
durumu ve kontraksiyonun baslangici her iki peptid icin farkhidir. Bu bulgular, ito
hiicrelerinin  hepatik sinuzoidal mikrosirkiilasyonun diizenlenmesi ile iliskili
oldugunu diisiindiirmektedir (28).

Sinuzoid i¢inde perisinuzoidal alanda bulunan Ito hiicreleri, sinuzoidal kasilmay1
en iyi sekilde gerceklestirmektedir. Son on yilda yapilan ¢alismalarda, perisinuzoidal
Ito hiicrelerinin karaciger hasarlanmasi ve Ito hiicre aktivasyonundan sonra ¢ok
onemli bir 6zelligi olan hiicresel kasilma icin dikkati ¢eken bir kapasite sergiledigi
gdsterilmistir. In vivo mikroskobi calismalar1 sinuzoidal kasilmaya aracilik eden Ito
hiicrelerini agiga ¢ikarmistir (29).

Endotelin-1 ile yapilan bir baska Ito hiicre deneyinde karaciger Ito hiicrelerinin,
sinuzoidal akisin diizenlenmesine katildiklar1 One siiriilmiistiir. Normal sican
karacigerinde istirahatte olan Hepatik Stellat Hiicre (HSC), ET-1 verildikten sonra
sinuzoidal kan akiminin diizenlenmesine karigmamaistir (30).

Dinlenmede ve degisime ugramus karaciger Ito hiicrelerinde desmin iceren ara
filamanlarin formasyonu i¢in gerekli sartlar arastirilitken GFAP ve vimentin
yoklugunda desminin ara filamanlarinin tam uzunlukta demetler olusturamadiklari
gosterilmistir. Dinlenmede ve degisime ugramis GFAP (-/-), vimentin (-/-) Ito
hiicreleri normal ara filaman demetlerinden yoksundurlar. Tek basina vimentinin

yoklugu periniikleer bdlgede desmin igeren ara filaman demetlerinin olusumunu
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kisitlamaktadir. Tek basina GFAP’in yoklugu desmin iceren ara filamanlarin
formasyonuna miidahale etmemektedir. Bdylece Ito hiicrelerindeki normal ara

filaman olusumu i¢in, desmini vimentin ile eslestirmek gerekmektedir (31).

2.5.3. a-Diiz Kas Aktinin:

Normal ve hastalikli insan karacigeri Ito hiicrelerinde sinuzoid ve perisinuzoidal
yapimmin gelisimi  ile baglantilh olarak alfa diiz kas aktinin (a-SMA)
immunoreaktivitesi arastirilmistir. Gebeligin 6-7. haftalarinda, Ito hiicreleri a-SMA
icin tamamen negatiftir ve sinuzoidal yapmin olusumu da yetersizdir. Yaklasik
olarak gebeligin 6. aymndan sonra, nadiren de olsa a-SMA pozitif ito hiicreleri
gbzlenmeye baslanmistir. 9 aylik gebeliklerde bazen kuvvetli bir Ito hiicre a-SMA
pozitivitesi gdsterilmistir. Dogumdan sonraki 4 yil i¢inde, 0-SMA igin Ito hiicreleri
kuvvetli bir reaktivite gostermistir ve sinuzoid yapisi yetiskinlerdekiler ile hemen
hemen aynidir. Elektron mikroskobu ile ito hiicrelerinin miyofibroblastik
transformasyonunu tespit edilmistir. Bu asamada hepatik eritropoiezis hemen hemen
durmustur. Buradan da Ito hiicrelerinin miyofibroblastik transformasyonunun
organogenezis ile birlikte meydana geldigi sonucuna varilmstir (32).

Normal ve patolojik yetiskin insan karacigerlerinde, Ito hiicrelerini tanimlamak
i¢in, a-SMA , desmin ve vimentin monoklonal antikorlar1 kullanarak avidin-biotin-
peroksidaz kompleks metodu ile immunohistokimyasal calismalar yapilmistir.
Normal yetigkin karacigerinde ince sitoplazmik olusumlari olan perisinuzoidal
hiicreler yaninda vaskiiler diiz kas hiicreleri (SMC) ve perisitler de a-SMA igin
pozitiftirler (Tablo 1). Perisinuzoidal hiicreler, sinuzoidal duvar boyunca daginik ve
ayr1 ayri tabakalar olusturmuslardir. Immunoelektron mikroskobu, a-SMA pozitif
perisinuzoidal hiicrelerin, yag damlaciklar1 iceren Ito hiicreleri olduklarini

gostermistir (6, 33, 34).
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Tablo 1. Immunohistokimya ydntemi ile hepatik ve hepatik olmayan hiicrelerde

vimentin, desmin ve a-SMA’in belirlenmesi (34).

HUCRELER Vimentin Desmin a-SMA
FSCs + + +
SMCs + - +
Fibroblast + - -
Kce + - -
Hepatosit - - -

Yeni izole edilmis ito hiicrelerinin kiiltiirde gecen siire zarfinda desmin ve a-
SMA ekspresyonu artmustir. izolasyondan sonraki 7. giinde kiiltiirde bulunan biitiin
hiicreler gii¢lii bir sekilde vimentin, desmin ve a-SMA pozitiftirler. Daha uzun siire
kiiltiirde korunan Ito hiicreleri, yag damlaciklarini kaybetmekte fakat desmin ve a-
SMA pozitif olarak kalmaktadirlar. In vitro ve olasilikla in vivo aktif hale gelmis
karaciger yildizst hiicrelerdeki a-SMA gen ekspresyonunda meydana gelen artis,
hiicre proliferasyonu ile ilgili gériinmektedir. a-SMA, bdliinen yag depolayan hiicre
(FSC)’lere isaret eden yeni bir gosterge olabilir. a-SMA gen ekspresyonunun, in
vitro hiicre proliferasyonu esnasinda artmis olmasi FSC’nin diiz kas hiicrelerinden
ayirt edilmesini saglayacaktir (34).

Kronik karaciger hastaliginda a-SMA pozitif Ito hiicreleri, say1, biiyiikliik ve
Ozellikle nekroz alanlarinda immiin boyanma yogunlugunda artma gdstermislerdir.
Kesintisiz bir hiicresel ag formu yaparlar. Bu hiicreler, diizensiz uzamis sitoplazmik
olusumlar, mikrofilaman miktarinin artmas1 ve karakteristik yag damlaciklarinin
kayb1 ile beraber, sekil olarak dentritiklesmislerdir. Bdylece bunlarin ince yapi
ozellikleri miyofibroblastik hiicreler ile uyumludur (33, 35).

Bu sonuglar gostermistir ki; anti- a-SMA antikoru kullanilan immiinohistokimya,
yetiskin insan karacigerinde normal ve déniismiis Ito hiicrelerinin tanimlanmasi igin
giivenli ve duyarli bir metoddur (33, 35). Bu aktin izoformlari ile siklikla embriyonik

periyoddan addlesan periyoda kadar PSC’lerde karsilasilir (36).
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2.5.4. Noral Hiicre Adhezyon Molekiilii (N-CAM):

Yildizst hiicrelerde noral hiicre adhezyon molekiilii de bulunmaktadir. Normal
insan karacigerinde periportal alanlarda baskindir. Normal sican karacigerinde, ¢ok
az N-CAM varlig1 bulunabilir, fakat fibrotik karacigerde tanimlannus N-CAM
ekspresyonu, miyofibroblast benzeri hiicre gruplarinda belirlenmistir (37- 39).

Yildizs1 hiicrelere karaciger 6zel perisitleri de denmektedir. Ciinkii bunlar
astrogliyal (GFAP), miyojenik (desmin) ve nodral (N-CAM) kokenli hiicre
isaretleyicilerine sahip olmalar1 ile diger organlardaki perisitler ile c¢arpici

benzerlikler gosterirler (39, 40).

2.5.5. Sinaptofisin (SYN):

Sinaptofisin (SYN); kiigiik (30-80 mm) elektron yar1 seffaf vezikiillerin baglica
transmembran glikoproteinidir. Bu protein, ekzositoz ve norotransmitter uyarilmanin
kontrol edilmesinde (6rnegin: néromuskuler sinapsta) yer almaktadir. Bilindigi gibi
yalnizca noral ve noroendokrin hiicre tipleri, SYN eksprese etmektedirler. SYN,
insan yildizsi hiicrelerinde ve sinir yiginlarinda immunoreaktiftir (7).

SYN reaktivitesi hem insan hem de sican normal karaciger biyopsilerinde
dinlenmede ve aktif hale gelmis perisinuzoidal yildizs1 hiicrelerde mevcuttur. SYN
reaktif perisinuzoidal hiicrelerin sayisi patolojik durumlarda artmaktadir. Alfa diiz
kas aktinin ve SYN icin cifte boyama, konfokal lazer tarama mikroskobu ile
incelenmis ve lobular yildizst hiicrelerde her iki belirtecin kolokalizasyonu
(beraberce) agik bir sekilde gdsterilmistir. Ayrica, yeni izole edilmis sigan Ito
hiicreleri SYN mRNA ve proteinini eksprese etmislerdir. Elektron mikroskobu,
kiigiik elektron yar1 seffaf vezikiilleri néronlardaki SYN reaktif sinaptik kabarciklarla
karsilastirilabilecek sekilde ortaya koymustur. Bu durum, karaciger Ito hiicrelerinin
parakrin olarak adrenerjik uyarim yoluyla hepatositlerdeki glikojenolizisi modiile
etmesini; sinuzoidal mikrosirkiilasyonu etkilemesini ve merkezi sinir sisteminin
kontrolii altinda endokrin ve parakrin maddeleri (6rnegin: endotelinler ve nitrik
oksit) kontrol etmesini agiklamaktadir. Tiim bu delillere dayanarak SYN’nin aktive
olmus karaciger ito hiicreleri kadar, istirahatte olan Ito hiicreleri icin de yeni bir

belirte¢ oldugu sonucuna varilmaistir (7).
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2.6. KARACIGER GELISiMi, FARKLILASIMI VE REJENERASYONUNDA
ROL OYNAYAN FAKTORLER:

2.6.1. Hepatosit Growth Faktor (HGF):

Hepatosit growth faktor, in vitro olgun hepatositler i¢in kuvvetli bir uyarandir.
HGF reseptorii, proto-onkogen c-met’in Uriiniidiir (41).

Deneysel sistemde yetiskin, pre ve postnatal karacigerde oval hiicrelerin ¢ogalma
ve farklilagmasini indiiklemek icin asetilaminofloren verilmis siganlara kismi
hepatektomi yapilmigtir. HGF transkriptleri, kismi hepatektomiden sonraki ilk giin
artmakta, 6. glinde pik yapmakta, 13. gline kadar seviyesini korumakta, 20. giinde ise
normal seviyesine ulasmaktadir. C-met ekspresyonu da oval hiicre proliferasyonuna
paralel olarak kademeli olarak artmakta, 9-13. giinler civarinda pik yapmaktadir (41).

Geligsmekte olan karacigerde, HGF seviyesinin artmasi, dogumdan sonraki 4-21.
giinler arasinda olmustur. Dogumdan sonra 1. haftada pik yapan c-met ekspresyonu
da ayn1 zamanda biraz artmistir (41).

C-met transkriptleri oval hiicre tarafindan etkin bir sekilde eksprese edilirken;
HGF transkriptleri Ito hiicrelerinde lokalizedir ve Ito hiicreleri ile hepatositlerin
onciisii olan oval hiicreler es zamanli olarak cogalmaktadirlar. Ayrica bu hiicreler
biiylime ve farklilagma esnasinda karsilikli etkilesim icersindedirler (41).

HGF transkriptlerinin tiim ito hiicrelerinde bulunmamas, Ito hiicrelerinin sadece
farklilagmanin bazi1 asamalarinda, HGF transkriptlerini eksprese edebilmesinden
dolayidir. Ito hiicreleri, miyofibroblast ve fibroblasta doniistiigiinde HGF {iretim
yetenegini kaybederler (41).

Hepatik farklilasma ve karaciger gelisiminde HGF, TGF-o ve aFGF’i igeren
birgok sitokin ekspresyonu iist iiste olmaktadir. Growth faktorler arasinda, HGF
parakrin yolla islev yaparken, TGF-a ve aFGF otokrin ve parakrin mekanizmalarin

her ikisi ile de islev yapar (41).

2.6.2. Asidik Fibroblast Growth Faktor (a-FGF) :
Asidik fibroblast growth faktor (a-FGF), heparin siilfat proteoglikanlarina yiiksek
afinite gosteren growth faktorler ailesindendir. Bazik ve asidik FGF’nin her ikisi de

erken embriyonik gelisimde Onemli rol oynar ve hiicresel degisim, goc ve
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anjiyogenezdeki bazi hiicreler i¢cin de uyarandir. Matrikse bagli heparin siilfat
proteoglikanlari, FGF’ler i¢in yiiksek kapasiteli reseptorlerdir. FGF’ler
proteoglikanlarindan heparinaz, heparatinaz veya yiiksek tuz konsantresi ile
salgilatilabilir. Yiiksek afiniteli reseptorlere FGF’lerin baglanmasi bir¢ok hiicrede
(hepatositleri de kapsayan) biyolojik cevaba neden olur (42).

aFGF ekspresyon diizeyi ve hiicresel dagilimi, kismi hepatektomi yapilan
yetiskin sigcan karacigerinde ve fetal, neonatal, yetiskin karacigerde hepatik
farklilasma esnasinda Northern analizi ve in situ hibridizasyon teknikleri kullanilarak
calisilmigtir (42).

aFGF transkripsiyonu normal dinlenen karaciger hiicrelerinde diisiik seviyededir,
fakat kismi hepatektomi sonrasi bariz bir artig olur (42).

Postnatal karacigerde ¢ok acik bir sekilde 2 veya 3 hiicre kalinligindaki hepatik
kordonlarin normal hepatik yapiya gecisinde aFGF ekspresyonunun yiiksek bir
seviyede gerceklestigi gosterilmistir. Farkli olarak prenatal period sirasinda karaciger
hala hemopoietik bir organdir, cok az sayida sinuzoid mevcuttur ve diisiik seviyede
aFGF transkriptleri bulunabilirler (42).

Asidik fibroblast growth faktér ve bunun reseptor sistemlerinin karaciger
rejenerasyonu, hepatik farklilasma ve ontogenez sirasindaki rollerini tanimlamak i¢in
Northern blot analizi ve in situ hibridizasyon teknikleri kullanilarak FGF reseptor 1
(flg) ve FGF reseptor 2 (bek) nin ekspresyonu ve hiicresel lokalizasyonu
arastirilmistir.  Normal yetiskin karacigerinde diisiik seviyede bek reseptorii
bulunurken, flg reseptorii yoktur. Kismi hepatektomiden sonra karaciger
rejenerasyonu sirasinda flg reseptorii az bir artis gosterirken, bek reseptorii igin
transkriptler 6nemli derecede artmistir. Flg ve bek her ikisi de gelisen karacigerde
yiiksek seviyede eksprese edilmektedir. Flg, embriyonik karacigerde yiiksek
seviyede eksprese edilmistir ve ayrica dogumdan sonra da artmistir. Oysa, bek’in en
onemli artis1, karaciger gelisiminin postnatal asamasinda gergeklesmektedir (43).

Deneyler yetiskin karacigerinde hepatik farklilasma sirasinda oldugu gibi
yenidogan hayvanlarda hepatik morfogenezin ge¢ asamalarinda da aFGF

ekspresyonunun en yiiksek diizeyde oldugunu gostermektedir (42).
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2.6.3. JunD:

Bazal ve sitokinez / growth faktorlerin gosterilmesinden sonra, bu genlerin
transkripsiyonunun, metalloproteinaz-1 ve interlokin-6 protein dimerleri ile bunlarin
baglayict bolgelerinin etkilesimine bagl oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Western blot ve
EMSA c¢alismalari, kiiltiirde aktive olmus karaciger yildizsi hiicresinin predominant
Jun ailesi proteinlerini eksprese ettigini kanitlamistir. Bunlardan JunD, aktive olmus
karaciger yildizs1 hiicrelerinde metalloproteinaz-1 ve interlokin-6 genlerinin doku

inhibitdrlerinin transkripsiyonunu diizenler (3).

2.6.4. Retinol:

Hepatik sinuzoidal yag depolayan ito hiicreleri, hepatik vitamin A icin primer
depo bolgesini temsil ederler. In vivo olarak Ito hiicresi vitamin A kaybim
uyarabildigi gibi, in vitro olarak da Ito hiicreleri primer kiiltiir esnasinda vitamin A
lipit damlaciklarmi spontan olarak kaybederler. Ito hiicre ¢cogalimi, in vitro olarak
vitamin A igerigi ve ekstraselliiler kollajen matrikse gore degerlendirilmistir.
Hiicreler, Disse araliginda mevcut oldugu varsayilan kollajen tiplerini uyarmak i¢in
tip I veya tip IV kollajen matriksinde yetistirilmistir. Baslangicta yeni izole edilmis
Ito hiicrelerinin, vitamin A lipit damlaciklarinin azalmasiyla ayn1 anda, izolasyondan
sonraki bir ka¢ giinde cogalmaya basladigi ve hiicresel retinol palmitat’da azalma
oldugu gozlenmistir. ito hiicreleri, in vitro olarak arttirilmis konsantrasyonda retinole
maruz birakilmistir. Retinol in vitro ito hiicre ¢ogaliminin niteligini degistirmis ve
Ito hiicre davramsi ile ilgili 5nemli bir kontrol faktdrii oldugunu ortaya koymustur
(44).

Ito hiicrelerinde in vitro kiiltiirden birkac giin sonra bilyiik miktarda vitamin A
deposu spontan olarak kaybolmustur. Kiiltiire edilmis ito hiicrelerinin vitamin A’ nin
toksik olmayan seviyesine maruz birakildiginda ise retinol ito hiicre cogalimimda ¢ok
etkin inhibitor etki gostermistir (44).

Cesitli hiicre tiplerini iceren ¢ok sayidaki vitamin A ¢aligmasi, retinoidlerin hiicre
farklilasmasinda 6nemli etkisi oldugunu gdstermistir. Bu yiizden, in vivo ito hiicresi
A vitamininin kaybiyla, Ito hiicre tavrinin degismesi beklenebilir (44).

Normalde, karaciger yildizs1 hiicreleri retinoidleri depolar, fakat bunlar karaciger

yaralanmasini takiben retinoid depolarinin kaybi ile miyofibroblast benzeri hiicrelere



20

farklilagirlar. Leptin ekspresyonu ise, yeni izole edilmis dinlenmede olan yildizsi
hiicrelerde bulunamamustir (45). Ayrica fisetin, quersetin, apigenin, floretin,
hesperetin ve kalkon flavonoidleri in vitro hepatik yildizsi hiicre ¢ogalimini inhibe

ederler (46).

2.6.5. Yildizs1 Hiicre Aktivasyon Proteini (STAP):

Yildizs1 hiicre aktivasyon proteini (STAP), molekiiler agirligr 21,496 kDa olan
bir sitoplazmik proteindir ve miyoglobin ile amino asit sirast % 40 oraninda
homologdur. Bir karaciger 0zgiin perisiti olan sican yildizs1 hiicresinin
aktivasyonunun molekiiler analizinde proteom kullanimi, STAP (stellate cell
activation-associated protein) olarak adlandirilan yeni bir proteinin kesfedilmesini
saglamistir (47).

STAP, fibrotik karacigerden izole edilmis in vivo aktive yildizsi hiicreleri ve
primer kiiltiir esnasinda in vitro aktivasyona ugrayan yildizsi hiicreleri indiiklemistir.
Bu indiiksiyon, a-diiz kas aktinin, plateled-derived growth faktor reseptor-p ve noral
hiicre adhezyon molekiilii gibi diger aktivasyon saglayan molekiiller ile beraber
goriilmektedir. STAP’in  protein ve mRNA ekspresyonu, thioasetamid ile
indiiklenmis fibrotik karacigerde zamana bagli olarak artmustir. Immunoelektron
mikroskop ve proteom analizi yildizs1 hiicrelerdeki STAP’1 belirlemistir, fakat diger
ana hepatik hiicrelerde belirlenememistir. Rekombinant sigan STAP’1 biyokimyasal
olarak incelenmis, hidrojen peroksit ve linoleik asit hidroperoksit yoniinden
peroksidaz aktiviteli bir heme protein oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Béylece STAP’1n
yildizs1 hiicre aktivasyonunu tetikleyen hidrojen peroksit ve lipit hidro peroksitleri
katabolize eden yeni bir endojen peroksidaz oldugu sonucuna varilmistir. STAP,
burada karacigerde peroksitlerin antifibrotik maddesi olarak rol oynayabilir (47).

Bu protein, in vivo ve in vitro aktive yildizsi hiicrelerde goriildiiglinden STAP
ismi verilmigtir (Stellat Cell Activation Associated Protein). STAP ve geninin
ekspresyonu thioasetamid (TAA) uygulanmasiyla olusturulan fibrotik karaciger
dokularinda fazla miktarda artmistir ve bu karaciger fibrozisi gelisiminde STAP 1n

onemli bir rolii olduguna isaret etmektedir (47).
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2.6.6. Epimorfin:

Epimorfin, ilk olarak Hirai tarafindan embriyonik deri ve akcigerde dogrudan
hiicre temas1 ile gelisen, 150 kd agirliginda, morfogenezin mezensimal hiicre ylizey
proteini olarak tanimlanmistir. Bu proteinin fetal organlarin morfogenezinde kilit
rolii oynadigi rapor edilmistir (14).

Yetiskin fare karacigerindeki hepatik sinuzoidal Ito hiicrelerinde, desmin ile
immunohistokimyasal ¢ift boyama teknigi kullanilarak epimorfin belirlenmistir.
Buradan yola cikilarak, A vitamini metabolizmasi, karaciger yaralanmasindan
sonraki fibrogenez ve sinuzoidal kan akiginin diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1 olan
bu hiicrenin patolojik sartlarda karaciger rejenerasyonunun morfogenezinde de
Onemli bir rolii oldugu sonucuna varilmistir (14).

Kismi hepatektomiden (%70) sonra, fare karacigeri immunohistokimya i¢in 1, 3,
7 ve 14. giinlerde alinmistir. Epimorfin mRNA’s1 3. glinde bulunmus ve 7. giinde pik
yapmistir. Bu nedenle, epimorfin karaciger rejenerasyonunda eksprese edilmekte,

morfogenez ve farklilasmada rol oynayabilmektedir (48).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calismada, sicanlarin prenatal 15, 17, 19. giin fetiislerinde ve postnatal 1, 2,
4 giinliik yavrularinda karaciger Ito hiicrelerini tespit etmek igin, immiin boyama
yontemi uygulandi. Bu amagla elde edilen 4-5 pm kalinliktaki parafin blok doku
kesitlerine uygulanan primer antikor (aFGF) antijenlere baglandi, daha sonra
peroksidaz enzimiyle konjuge edilmis sekonder antikor bu komplekse baglandi.
Bundan sonra da ortama substrat AEC (3-amino-9-ethyl carbazole) eklenerek gozle

goriilebilir lirlin ortaya ¢iktr.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar:

Bu calismada, her kafeste agirliklar1 190-210 gram arasinda degisen 3 adet disi, 1
adet erkek olmak iizere toplam 7 kafeste 21 disi, 7 erkek Wistar albino cinsi si¢anlar
kullanilmistir (n=28). Deney siiresince hayvanlara yeteri kadar beslenmesi i¢in su

ve yem (Yem Kurumu Standart Sigan Yemi) verildi.

3.1.2. Fetiislerin elde edilmesi:

Vajinal smear yontemi ile Ostrus doneminde olan disi si¢anlarda yiginlar olusturan
cekirdeksiz poligonal sekilli siiperfisial hiicreler goriildiikten sonra, 16 saat siire ile
erkek siganlarla birarada birakilmislardir. Erkek sicanlar ayrildiktan sonra
tekrarlanan smear’da sperm hiicreleri goriilen siganlar gebeligin birinci giiniinde

kabul edilmislerdir.

3.2.Metod:

3.2.1. Histolojik ¢alismalar:

Takip edilen sicanlarin prenatal 13. glinde abdominal ultrason yontemi ile gebe
olup olmadiklar1 kesinlestirilmistir. Gebe olanlardan hergiin bir sigan olmak tlizere
eter ile anestezi altina alinip abdominal kesi yapilarak uteruslarindan 15-17-19.

giinlerde fetiisler alinmigtir. Postnatal olarak ise dogumdan sonra 1-2-4. giinlerde
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bir yavru eter ile Oldiirtilmiistiir. Elde edilen fetiis ve yavrular, ekstremite ve
baslar1 kesilmis ve derisi soyulmus olarak fiksasyon i¢in hemen % 4’liikk notral
formalin i¢ine konmuslardir. 1 saat akarsuda yikama isleminden sonra alkol
serileri, seffaflandirma, infiltrasyon ve parafine gdmme gibi histolojik yontemler

uygulandi.

3.2.1.1.Fetiis ve yavrularin fiksasyonu:
Elde edilen tiim fetiis ve yavrular % 4’liikk notral formalin soliisyonuna alinip tespit

edildi.

Fiksatif igerigi:
- Formalin % 40°1ik 1 hacim
-Su 9 hacim

3.2.1.2.Dehidratasyon:

Alkol derecesi Siire
% 50 1 saat
% 70 1 saat
% 80 1 saat
% 90 1 saat
% 96 1 saat
% 100 1 saat

3.2.1.3..Seffaflandirma:
Ksilol 15 dakika
Ksilol 15 dakika
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3.2.1.4..Infiltrasyon:

Ksilol + parafin 1:1 (60°C etiivde) 15 dakika
Parafin 2 saat
3.2.1.5.Gomme:

Sert parafin

3.2.2. Immiinuhistokimyasal ¢calismalar:

a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tiim sigan fetiis ve yavrularindan yukaridaki rutin histolojik yontemler
ile parafin bloklar olusturuldu. Bunlardan mikrotom ( leica tipi kizakli mikrotom)
ile alinan 4-5 pm kalinhiginda seri kesitler, dnceden poly-l-lizin ile kaplanmis

lamlara alind.

b) Lamlarin Poly-L-Lizin ile kaplanmasi:

e 72 ml distile su

e 8 ml poly-I-lizin
Lamlar 6nce zembile dizildi ve lamlar1 temizlemek amaciyla asit alkolden gegirilip,
% 50’lik alkolde bir siire bekletildi. Asit alkol; saf alkole (% 100°liik) 2-3 damla asit
ilave edilmesiyle hazirlandi. Zembildeki lamlar asit alkol icerisinde bir siire
bekletilip, % 50’lik alkolle muamele edildi. Daha sonra lamlar distile su i¢ine alinip
yikandi. Yikama sonrast lamlar poly-I-lizin i¢ine alinip etiivde bir miiddet

kurutulduktan sonra kullanima hazir hale getirildi.
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Immiin boyamada kullanilan kimyasal maddeler:

Primer antikor:

s FGF-1 (H-125): sc-7910

Diliisyon soliisyonu olarak fosfat tampon soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer

Soluation) kullanilmistir. Bu soliisyonun hazirlanisi:

% Sodium chloride (NaCl) 16 gr

% Natrium hydrogen phosphate (Na,HPO4.2H,0) 3,58 gr
¢ Kalium dihydrogen phosphate (H,KO4P) 0,816 gr
% Distile su 2000 ml

Sekonder antikor:
Biotinle isaretlenmis olarak;

% Goat anti-rabbit I[gG  sc-2040

Mikrodalga soliisyonu:

¢ Sitrik asit 9 ml

*

¢ Sodyum sitrat 41 ml
++ Distile su 450 ml
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Sitrik asit soliisyonu:

* Sitrik asit 2,1 gr
* Distile su 11t
* Sitrik asit distile su iginde eritilir ve karigtirilir. PH: 6 olacak sekilde 2M NaOH ilave edilir.

Hidrojen peroksit soliisyonu:

% Methanol 50 ml
% Hidrojen peroksit 168 ul

¢ Methanol ve hidrojen peroksit karistirilir.

Kromojen:

* AEC (3-amino-9-ethyl carbazole)

Zat Boyama icin Hematoksilen Hazirlanmasi:

Zit boyamada ama¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarini
boyamaktir.

Mayer’s haemalum:

¢ Aluminium potassium sulphate (K.N: 7167, Sigma) 50 gr
% Haemotoxylin (K.N: H 9627, Sigma) 1,0 gr
+»» Sodium iodate (NalOs; K.N: S 407, Sigma) 0,2 gr
%+ Chloral hydrate (C,H;3Cl130,; K.N: C 8383, Sigma) 50 gr
% Distile su 1000 ml
¢ Sitrik asit (monohydrate) (K.N: C 7129, Sigma) 1,0 gr

% 1,0 gr hematoksilen 1000 ml distile suda eritildi. 0,2 gr Sodyum iyodit ilave
edildi. Bu karisim, 50 gr Aluminyum potasyum siilfat ile manyetik karistiricida
tamamen eriyinceye kadar karistirildi. Daha sonra, kloral hidrat ve sitrik asit ilave

edildi.
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Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi:

% 4-5 um kalinhiginda elde edilen kesitler etiivde 60°C” de 30-60 dakika bekletildi
(parafin eriyinceye kadar).

% Daha sonra sirastyla ksilol ve algalan alkol serilerinden gegirildi, gesme suyu ve
distile su ile yikandi.

¢ Sitrik asit igerisindeki dokulara 5 dakika mikro dalga (Med High) uyguland.

¢ 15 dakika oda sicakliginda, 15 dakika buzdolabinda sogutuldu.

% %0,1 lik H,O, 15 dakika siireyle uygulandi.

% PBS’ de 3x5 dakika yikandi.

¢ Dokular 1 saat siireyle oda 1sisinda 1:60 oraninda diliie edilmis primer antikor ile
nemli ortamda inkiibe edildi.

% PBS’de 3x5 dakika yikama.

¢ Biotin ile isaretlenmis sekonder antikor ile dokular 45 dakika inkiibe edildi.

s PBS’de 3x5 dakika yikama.

¢ Streptavidin damlatilarak 30 dakika inkiibe edildi.

% PBS’de 3x5 dk yikandu.

¢ AEC ile reaksiyon verinceye kadar muamele edildi.

¢ Distile su ile yikandi.

< Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

% 3 dk ¢cesme suyu ile yikandi.

% 30 sn kadar PBS’de tutularak gliserol jelatin ile kapatildi.

3.3.Degerlendirme:
Immiinohistokimyasal boya uygulanmis sican fetiis ve yavrularmin Kkaraciger
kesitlerindeki Ito hiicrelerinde Fibroblast Growth Faktor-1(FGF-1)’in hiicresel
dagilimlarim1 saptamak i¢in; kontrol gruplar ile karsilastirmali olarak yar1 kantitatif
degerlendirme sistemi kullanildi. Bu amagla asagidaki degerlendirme cetveli
kullanilmistir. (-) : Boyanma yok

(-/+) : Cok zayif boyanma

(+) : Zayif boyanma

(++) :Orta derecede boyanma

(+++) : Kuvvetli boyanma
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4. BULGULAR:
aFGF primer antikoru kullanilan immun boyamada, karaciger gelisimi ve
farklilasmasina paralel olarak yapilan Ito hiicrelerinin degerlendirilmesi; yildizst
hiicrelere ait aFGF ayn1 zamanda hepatositler tarafindan da eksprese edildiginden
hepatosit ve beraberinde Ito hiicreleri de ele alinarak yapildi. Karaciger gelisiminde
HGF, TGF-a, aFGF’yi de iceren bir¢ok sitokin ekspresyonu iist iiste olmaktadir. Bu
baglamda degerlendirmemezi karsilagtirmali olarak asagidaki sekilde yaptik.

4. 1. Prenatal 15. giin sican karacigeri:

Prenatal 15 giinliikk siganlarda karacigerin degerlendirilmesinde kontrol
grubuyla karsilastirildiginda o6zellikle belli bolgelerdeki hepatositlerde (+++)
reaksiyon gozlenirken diger bolgelerdeki hepatositlerde (++) reaksiyon gozlendi. Bu
reaksiyonu ayni sekilde sinuzoid ve Disse araligi ¢evresindeki bolgelerde net bir
sekilde ¢izgi tarzindaki isaretlemelerle (+++) ve bazi bolgelerde (++) olarak izledik

(Resim 1a).
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Resim 1a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 15 giinliilk sican fetiisiine ait

karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 20)

Resim 1b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 15 giinliik sigan

fetiisiine ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)
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4. 2. Prenatal 17. giin sican karacigeri:

Prenatal 17 giinliik embriyolarin karacigerinin immunohistokimyasal olarak
boyanmasinda sinuzoid ve Disse araligtyla uyumlu olmak {izere (+) reaksiyon veren
bolgeler tespit edildi. Hepatositlerde herhangi bir reaksiyona rastlanmadi. Fakat bag
dokusu, mezoderm kaynakli alanlarda (+) reaksiyonlar belirlendi. Bu immun
isaretlenme homojen olarak dagilmamusti. Ozellikle bag dokusu ve elemanlari ile
mezodermal kaynakli yapilarin bulundugu kisimlarda immun boyanma daha netti.

Diger bolgelerde herhangi bir reaksiyona rastlanmadi (Resim 2a, 3a).



31

Resim 2a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 17 giinliilk sican fetiisiine ait

karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 4)

Resim 2b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 17 giinliik sigan

fetlistine ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 4)
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Resim 3a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 17 giinliilk sican fetiisiine ait

karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)

Resim 3b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 17 giinliik sigan

fetilistine ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)
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4. 3. Prenatal 19. giin sican karacigeri:

Prenatal 19 giinliikk embriyolarin immunohistokimyasal olarak karaciger
incelemelerinde, Disse araligi ile uyumlu bolgelerde ve sinuzoidleri sinirlandiran
alanlarda (+) reaksiyon gozlendi. Cok az bir bolgedeki hepatosit hiicre kiimelerinde
(++) reaksiyon goriildii. Fakat diger bolgelerdeki hepatositlerde bdyle bir reaksiyon

gbzlenmedi (Resim 4a, 5a).
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Resim 4a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 19 giinliikk sigan fetiisiine ait

karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 20)

Resim 4b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 19 giinliik si¢an

fetlisiine ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 20)
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Resim Sa: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 19 giinliik sican fetiisiine ait

karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)

Resim 5b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 19 giinliik sigan

fetiistine ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)
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4. 4. Postnatal 1. giin sican karacigeri:

Postnatal 1. giin sican karacigerleri kontrol grubunda hepatositlerin
etrafindaki bag dokusu ve kan damarlarinin yapis1 diger kontrol gruplarindaki
karacigerlere gore daha agik ve net bir sekilde izlendi. Deney grubu ile
karsilastirildiginda 6zellikle sentral ven g¢evresinde olmak iizere bazi bolgelerdeki
hepatosit gruplarinda (+) ile (++) arasinda degisen immun boyanma tespit edildi.
Yine sinuzoidlerin etrafin1 g¢evreleyen bdlgelerde (+) ile (++) arasinda degisen

reaksiyon s6z konusuydu. Stromada bu artisi net bir sekilde izleyemedik (Resim 6a).
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Resim 6a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 1 giinliikk sicana ait karaciger

kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)

Resim 6b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmig 1giinliik si¢ana

ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 40)
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4. 5. Postnatal 2. giin sican karacigeri:

Postnatal 2. giin sigan karacigerinin immunohistokimyasal olarak
incelenmesinde kontrol grubuna gore hem stroma hem parankim diizeyinde pozitif
immun boyanma tarzinda 6nemli degisiklikler izlendi. Hepatositlerin biiyiik bir
kisminda (++) ile (+++) reaksiyon veren boyanma gozlendi. Sinuzoidleri
sinirlandiran yapilarda ve Disse araligi ile uyumlu boélgelerde net bir sekilde yine
(++) ile (+++) arasinda degisen boyanma goriildii. Diger gruplara oranla (prenatal 17,

19, postnatal 1. giin) daha pozitif bir boyanma s6z konusuydu (Resim 7a).
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Resim 7a: aFGF i¢in immun boyama uygulanmis 2 giinliik sicana ait karaciger

kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 20)

Resim 7b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmig 2 giinliik si¢ana

ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 20)
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4. 6. Postnatal 4. giin sican karacigeri:

Postnatal 4. giin sican karacigerinin immunohistokimyasal incelenmesinde,
kontrol grubuna gore bariz bir farklilik gézlendi. Tiim sahalarda homojen bir dagilim
s0z konusuydu. Deney grubunda adeta stroma ile parankim birbirinin i¢ine girmis
gibi (+++) lik boyanma tespit ettik. Sinuzoidal bosluklar net bir sekilde segiliyordu.
Fakat sentral ven c¢evresinde sinirlayict bir immun boyanma goézleyemedik.
Hepatositlerle birlikte bag dokusu da dahil olmak {izere boyanmada bir devamlilik

s6zkonusuydu (Resim 8a).
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Resim 8a: aFGF icin immun boyama uygulanmis 4 gilinliik sicana ait karaciger

kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 10)

Resim 8b: Kontrol amaciyla yalnizca sekonder antikor uygulanmis 4 giinliik sigana

ait karaciger kesiti. (ABC-immunoperoksidaz x 10)
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5. TARTISMA VE SONUC

Ito hiicreleri 1952 yilinda Ito ve Nemato tarafindan sitoplazmalarindaki genis
yag damlaciklar1 ile karakterize hiicreler olarak tanimlanmistir (49). 1971 yilinda
Wake, stellat hiicrelerin giimiisleme methodu ile boyanmasinin A vitamininin
kaybina yol agtigini1 ortaya koymustur (50). 1984 yilinda Hendriks ve arkadaslar1 ise
bu hiicrelerin asil fonksiyonlarimin A vitamininin depolanmasi oldugunu ortaya
koymuslardir (51).

ito hiicreleri Disse araliginda yer almaktadirlar. Hepatositler ve endotel
hiicreleri ile yakin temas halindedirler (1, 2, 52-54).

Vimentin, desmin ve a-SMA eksprese etmeleri esas almarak ito hiicrelerinin
mezengimal kaynakli olduklar diisiiniilmektedir (7, 55, 56).

Ito hiicreleri, hiicre dis1 matriks yapim ve yikimi, transforming growth faktor
B1 (TGF- B; )’in ve hepatosit growth faktor (HGF)’iin iiretilmesi ve karacigerdeki
mikrovaskiiler diizenlemeden sorumlu hiicre fonksiyonlarimi yerine getirmektedirler
(9, 57-61).

Ito hiicreleri, hepatik farklilasma ve karaciger gelisiminde HGF, TGF-a ve
aFGF’ii iceren birgok sitokin ekspresyonunu iist iiste gergeklestirmektedir. Growth
faktorler arasinda, HGF parakrin yolla islev yaparken, TGF-a ve aFGF otokrin ve
parakrin mekanizmalarin her ikisi ile de iglev yapar (41, 62-64).

Cassiman ve arkadaglari tarafindan hepatik stellat hiicrelerin fibrosisteki ve
rejenerasyondaki rollerine iliskin kanitlar birlikte degerlendirildiginde, merkezi sinir
sisteminin rejenerasyon ve fibrosisi hepatik stellat hiicreler yoluyla etkiledigi 6ne
striilmiistiir. Merkezi sinir sistemi son organ effektorii olaraktan hepatik stellat
hiicreleri kullanarak hiicre dis1 matriks bilesenlerinin iiretimini ve biiyiime
faktorlerinin salgilanmasini saglamaktadir (7).

Hiicrelerin sekillerine ve lokalizasyonlarina goére ayrimi kesin bir sekilde
mimkiin olmamaktadir. Bu problemlerin {istesinden gelebilmek i¢in bir dizi
molekiiler belirtecin belirli bir hiicre tipini tanimlamak amaciyla karsilagtirilmasi
gerekmektedir (20).

Fetal sican karacigerinde desminin immiinlokalizasyonu, gebeligin 12. giiniinden

itibaren c¢ok sayida karaciger hiicresinde gosterilmistir. Yaklasik gebeligin 20.
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giinlinde yetigkin sican karacigerindekiler ile ayn1 yogunlukta desmin igeren hiicreler
bulunmustur. Ozellikle gebeligin 12-13. giinlerinde desmin igeren 2 gesit karaciger
hiicresi gosterilmistir:

* Hiicrenin her yerinde basket potasi seklinde ag olusturan ara filamanlar ile
hepatositler,

* Bitisik hiicreler arasinda yer alan ince-uzun olusumlar1 ve daha kuvvetli boyanmis
ara filamanlari ile ito hiicreleri.

Desmin pozitivitesi yoniinden, gebeligin 14. gilinlinden sonra hepatositler azalir
ve 18. giinden sonra sadece Ito hiicreleri kalir (24). Hepatositler sitokeratin ve
desmin, Ito hiicreleri ise vimentin ve desmin icerir (24, 25).

Siganlarda fetal Ito hiicreleri ve hepatositlerin gebeligin 12 ve 13. giinlerinde bazi
ortak 6zellikleri vardir:

a) Az yada ¢ok yildizimsi sekillidirler.

b) Yag damlaciklar1 ve muhtemelen A vitamini igerirler (24).

¢) lto hiicrelerinde bulunan desmin ayn1 zamanda sitokeratin C8 ve C18’i igeren

fetal hepatositlerde de vardir (24, 25).

Ito hiicreleri normal yetiskin karaciferde hepatosit growth faktorii (HGF)
eksprese etmektedirler ve bu sekilde parakrin yolla hepatosit artigin1 diizenliyor
olabilirler. Gelisen karaciger dokusunda desmin pozitif fetal Ito hiicrelerinin yiiksek
yogunlugu, etraftaki hepatositlerin ¢ogalimi i¢in gerekli olmasindandir. Bu hiicreler,
aynt zamanda hiicre farklilagmasinda ¢ok Onemli yeri olan hiicre digi matriksi
urettiklerinden, hepatosit olgunlasmasin1  kontrol etmektedirler (24). Bizim
calismamizda da aFGF hem Ito hiicresi hem de hepatositler tarafindan eksprese
edildiginden immunohistokimyasal degerlendirmesi bu iki hiicre grubu birlikte ele
aliarak yapildu.

Bu sonuglar, Ito hiicrelerinin miyojenik ve fibrojenik 6zelliklerinin her ikisini de
tagidigin1 ve liposit veya miyofibroblastlarin 6zgilin fonksiyonlarini koruyan desmin
pozitif hiicreler olduklarint géstermistir (26, 65, 66).

Hepatik sinuzoiddeki liimen, endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri ile
sinirlanmistir.  Sinuzoidi ¢evreleyen hiicreler ve hepatik parankimal hiicreler
arasinda Disse araligit olarak adlandirilan perivaskiiler aralik mevcuttur.

Hepatositlerin ¢ok sayidaki mikrovilluslari boyunca, Ito hiicrelerinin uzantilari,
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araliktaki sinuzoidal duvara paralel olarak goézlenmislerdir. Lokalizasyonlar1 goz
oniinde tutulursa, bunlarin Ito hiicrelerinin gévde ve uzantilar1 olmas1 olasidir (27).
aFGF i¢in yapmis oldugumuz immun boyamada, 6zellikle sinuzoidal alanlar ve
Disse araligi ¢evresinin daha agik ve net bir sekilde pozitif reaksiyon vermesi
dikkatimizi ¢ekmistir.

Insanlarda, karaciger primordiyumu, gebeligin 4. haftasinin somit ve nédral tiip
periyoduna denk gelen 20 somitli embriyonda bulunmaktadir. On bagirsagimn distal
ucundaki endodermal epitelden gelismistir (16). Insanlarda gebeligin 5. haftasinda,
fare ve sicanlarda gebeligin 10. giinlinde, kalinliklar1 1-2 veya daha fazla hiicre
iceren gevsek karaciger hiicre kordonlart septum transversumun mezensimal
dokusuna dogru biiytimektedir. Karaciger hiicre kordonlari arasinda primitif sinuzoid
benzeri yapilar goriilmektedir. Insanlarda gebeligin 6-8. haftasinda veya fare ve
siganlarda  12-14. giinlerde  hepatik  sinuzoidlerin  elemental  bilesenleri
belirmektedirler. Bununla birlikte perisinuzoidal kollajen fibrilleri nadiren
goriilmektedir. Sinuzoidleri araliksiz bir hat haline getiren endotel hiicreleri ise
mitotik sekillerde goriiliirler. Disse aralifi genelde dardir ve bu darlik endotel
hiicreleri, gelismekte olan karaciger hiicreleri ve olgunlagmamis hematopoietik
hiicreler arasinda yakin temaslara neden olmaktadir (16, 17, 67). Bizim ¢alismamizda
15 giinlik sican fetiisiiniin karacigerinde belli bolgelerdeki hepatositlerde (+++)
reaksiyon ve sinuzoid ile Disse aralig1 ¢evresindeki bolgelerde ¢izgi tarzinda net bir
sekilde yine (+++ )immun boyanma gozlenmesi bu bulgular ile paralellik
gostermektedir.

Bankston ve Pino; sicanlarda 10-16 giinliik fetal sican karacigerlerindeki
sinuzoidlerin hiicre i¢i birlesme (junction) sergileyen araliksiz endotel hiicreleriyle
cevrili olduklarin1 ve gebeligin 17. giinlinde aralikli endotel hiicrelerin ilk olarak
gorliniip ondan sonra sayica kademe kademe arttiklarini tespit etmislerdir. Bazal
membran, si¢anlarda gebeligin 13-14. giiniiyle birlikte ortaya ¢ikmaktadir. Gebeligin
12-14. giinlerine kadar siki baglant1 noktalarina sahip araliksiz endotel hiicrelerinin
var oldugu gosterilmistir. Gebeligin 15. giinlinden baglamak iizere aralikli/pencereli
endotel hiicreleri gozlenmistir. Yapilan biitiin ¢aligmalarin ortak sonucu; yetiskin
karacigerde oldugu gibi fetal hepatik sinuzoidal duvarlarda bazal membranin

gozlenmedigidir. Endotel hiicrelerinin gelisimi ile ilgili olarak, gebelik esnasindaki
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en belirgin degisiklik erken gelisim asamasindaki araliksiz hiicrelerin, aralikli
hiicrelerle yer degistirmesidir. Bu da, farelerde gebeligin 15. giinii, sicanlarda 17.
giinii, insanlarda da 12. haftada gerceklesmektedir. Fare ve sicanlarda dogumdan
sonra 4-5. giinlere kadar sinuzoidal ve perisinuzoidal yapilar tamamiyla olusurlar
(16, 68). Biz de prenatal 17 gilinliik embriyolarin karacigerinin immunohistokimyasal
olarak boyanmasinda sinuzoid ve Disse araligi ile uyumlu olmak iizere 6zellikle bag
dokusu ve mezoderm kaynakli alanlarda homojen olarak dagilmis (+) lik net bir
isaretlenme gozledik. Ozellikle mezodermal alanlarin boyanmasi Ito hiicresi
oldugunu gostermesi bakimindan 6nemlidir. Calismamizdaki 17. gilin si¢an karaciger
bulgular1 bu literatiirle paralellik arzetmektedir.

Erken gebelik doneminde insan karaciger hiicre kordonlari, septum
transversumun mezensimal dokusunu istila ederler. Septum transversumdaki
mezensimal hiicreler perisinuzoidal araliga yerlesirler ve Ito hiicreleri haline gelirler
(16, 17). ito hiicrelerinin niikleuslar1 ovoid (yumurta) seklindedir ve gelismekte olan
hematopoietik hiicreler tarafindan iyice sikistirilmig vaziyettedir (16). Sitoplazmada
graniillii endoplazmik retikulumun homojen ve elektron yogun materyalle dolu hafif
genislemis kisa tubuler profilleri bulunmaktadir. Ayni zamanda birkag kiigiik
mitokondriyon, dagimik haldeki serbest ribozomlar ve diizensizce seyreden
mikrofilamanlar da goriilebilmektedir. Birka¢ yogun cisim ve primer lizozom
bulunmakta fakat hicbir sekonder lizozom gozlenmemektedir (16, 18). Fetal Ito
hiicrelerinin siklig1, yetiskin insan karacigerlerindekinden daha yiiksektir. Gebeligin
bu asamasinda Ito hiicrelerinin ince yapisi, yetiskin karacigerlerdeki fibroblastlara
benzemektedir. Bunun nedeni ise, fibroblastlar ve Ito hiicrelerinin her ikisinin de
septum transversumdaki mezengimal hiicrelerden koken almasidir. Gebeligin
farelerde 15. giinii civarinda, sicanlarda 16-18. giinler civarinda ito hiicreleri artik
elektron yogun materyalle ve iyi gelismis Golgi kompleksiyle dolu ve 6énemli dl¢iide
genislemis graniillii endoplazmik retikuluma sahiptirler. Ayrica bu hiicrelerin plazma
zar1 altindaki bolgelerinde bulunan mikrofilamanlarda da hafif bir artig goriiliir. Her
ne kadar gebeligin bu asamasinda Ito hiicreleri, tipik miyofibroblastlarm
icerdiklerinden daha az miktarda mikrofilaman ve plazma zar1 altinda yogun alanlar
icermekte iseler de, bu 6zelliklerinin tipik miyofibroblastlarin 6zelliklerine benzedigi

goriiliir. Bu durum fetal Ito hiicrelerinin miyofibroblast benzeri transformasyonu
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olarak degerlendirilmektedir (16, 69). Bu literatiire gore prenatal 19 giinliik sigan ito
hiicreleri, hiicre organel gelisimini biiyiik oranda tamamlamis ve miyofibroblastik
ozellikler sergilemektedirler. Bizim calismamizda prenatal 19 giinliik embriyo
karacigerlerinin immunohistokimyasal olarak incelenmesinde Disse araligi ile
uyumlu bolgelerde, sinuzoidleri sinirlandiran alanlarda (+) reaksiyon gozlenirken ¢ok
az bir bolgedeki hepatosit hiicre kiimelerinde (++) reaksiyon gorildii.

Civciv embriyosu karacigerinde ito hiicrelerinin gelisimi, elektron mikroskobu
kullanilarak ¢alisilmigtir. Disse araligindaki kollajen fibriller hemen 6 giinliik civciv
embriyolarinda gériilmiistiir. Bu aralik, primitif ito hiicreleri olarak adlandirilan
fibroblast benzeri hiicreleri igermektedir. Bunlar ¢ok sayida serbest
poliribozomlardan olusan ince-uzun hiicrelerdir. Aym1 zamanda graniillii
endoplazmik retikulum, Golgi aparati ve 10 nm. lik mikrofilamentler de iyi
geligsmistir. A vitamini fluoresanst ve lipit damlaciklari, A vitamini verilmis ve
kontrol grubundaki hayvanlarin her ikisinde de inkiibasyonun 9. giiniinde primitif Ito
hiicrelerinde goriilmeye baslarlar. Disse araligindaki primitif ito hiicreleri, A vitamini
alma ve depolamadan daha dnce kollajen fibrillerini liretme yetenegi kazanirlar. Yag
damlaciklarmi igeren ito hiicrelerinin embriyonik yaslar1 ile beraber sayilar1 da artar
ve perisinuzoidal hiicrelerin yaklasik %40-50 sinde inkiibasyonun 21. giiniinde A
vitamini damlaciklar1 vardir (18). Calismamizda postnatal 1. giin sican karacigeri
kontrol grubunda hepatositlerin etrafindaki bag dokusu ve kan damarlar1 diger
kontrol gruplart ile kiyaslandiginda daha agik ve net bir sekilde goriilmektedir.
Deney grubu ile karsilastirildiginda ise 6zellikle sentral ven ¢evresindeki hepatosit
gruplarinda ve sinuzoidlerin etrafini ¢evreleyen bolgeler olmak {izere (+) ile (++)
arasinda degisen immun boyanma tespit edildi. Stromada ise bu artis1 net bir sekilde
izleyemedik.

Asidik fibroblast growth faktor (a-FGF), heparin siilfat proteoglikanlarina yiiksek
afinite gosteren growth faktorler ailesindendir. Bazik ve asidik FGF’nin her ikisi de
erken embriyonik gelisimde Onemli rol oynar ve hiicresel degisim, goc ve
anjiyogenezdeki bazi hiicreler i¢in de uyarandir. Matrikse bagli heparin siilfat
proteoglikanlari, FGF’ler i¢in yiiksek kapasiteli reseptorlerdir. FGF’ler

proteoglikanlarindan heparinaz, heparatinaz veya yiiksek tuz konsantresi ile
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salgilatilabilir. Yiksek afiniteli reseptorlere FGF’lerin baglanmasi birgcok hiicrede
(hepatositleri de kapsayan) biyolojik cevaba neden olur (42, 70, 71).

aFGF transkripsiyonu normal dinlenen karaciger hiicrelerinde diisiik
seviyededir, fakat kismi hepatektomi sonrasi bariz bir artis olur (42).

Postnatal karacigerde ¢ok acgik bir sekilde 2 veya 3 hiicre kalinligindaki
hepatik kordonlarin normal hepatik yapiya ge¢isinde aFGF ekspresyonunun yiiksek
bir seviyede gerceklestigi gosterilmistir. Farkli olarak prenatal period sirasinda
karaciger hala hemopoietik bir organdir, ¢ok az sayida sinuzoid mevcuttur ve diisiik
seviyede aFGF transkriptleri bulunabilirler (42).

Asidik fibroblast growth faktdér ve bunun reseptor sistemlerinin karaciger
rejenerasyonu, hepatik farklilagsma ve ontogenez sirasindaki rollerini tanimlamak i¢in
Northern blot analizi ve in situ hibridizasyon teknikleri kullanilarak FGF reseptor 1
(flg) ve FGF reseptor 2 (bek) nin ekspresyonu ve hiicresel lokalizasyonu
arastirllmistir.  Normal yetiskin karacigerinde diisiik seviyede bek reseptorii
bulunurken, flg reseptorii yoktur. Kismi hepatektomiden sonra karaciger
rejenerasyonu sirasinda flg reseptorii az bir artis gosterirken, bek reseptorii igin
transkriptler 6nemli derecede artmistir. Flg ve bek her ikisi de gelisen karacigerde
yluksek seviyede eksprese edilmektedir. Flg, embriyonik karacigerde yiiksek
seviyede eksprese edilmistir ve ayrica dogumdan sonra da artmistir. Oysa, bek’in en
Oonemli artigi, karaciger gelisiminin postnatal asamasinda gergeklesmektedir (43).
Bizim c¢aligmamizda, postnatal 2. gilin sigan karacigerinin aFGF antikorunu
kullanarak immunohistokimyasal olarak inceledigimizde hepatositlerin biiylik bir
kisminda, sinuzoidleri sinirlandiran yapilarda ve Disse araligi ile uyumlu bolgelerde
(++) ile (+++) arasinda degisen immun boyanma goézlendi. Bulgularimiz, prenatal
periyottan postnatal periyoda gegildiginde aFGF ekspresyonunun arttig1 yontindeki
literatiir bilgileri ile paralellik gosterdi.

Deneyler yetiskin karacigerinde hepatik farklilasma sirasinda oldugu gibi
yenidogan hayvanlarda hepatik morfogenezin ge¢ asamalarinda da aFGF
ekspresyonunun en yiiksek diizeyde oldugunu gostermektedir (42). Calismamizda
Ozellikle postnatal 4. giin sigan karacigerinde kontrol grubuna gore immun
boyanmada bariz bir artis s6z konusuydu. Deney grubunda adeta stroma ile parankim

birbirinin i¢ine girmis gibi, homojen tarzda (+++) lik bir immun boyanma tespit ettik.
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Sinuzoidal bosluklar net bir sekilde seciliyordu. Fakat sentral ven c¢evresinde
sinirlayict bir immun boyanma gozleyemedik. Hepatositlerle birlikte bag dokusu da
dahil olmak {izere boyanmada bir devamlilik s6z konusuydu. Bu bulgu, hepatik
morfogenezin ge¢ asamalarinda aFGF ekspresyonunun c¢ok yiiksek oldugu
yoniindeki bilgileri dogrulamaktadir.

Normal yetiskin, neonatal ve fetal sican karacigerinde, desmin, alfa diiz kas
aktinin (a-SMA) sitokeratin no.8 (CK.8) ve no.18 (CK.18)’ in ekspresyonu ve
hiicresel dagilimi kriyostat kesitlerde immunohistokimyasal olarak arastirilmistir.
Gebeligin 14. ve 15. giinlerinde embriyonik karacigerdeki hemapoietik olmayan
hiicreler giiclii desmin pozitiftir. Desmin immiinoreaktivitesi gebeligin 16. giiniinden
sonra gittikge azalmaktadir. Desmin pozitif hiicrelerin fetal ve erken neonatal gelisim
sirasinda hematopoietik hiicreler ile yakin iliskide oldugu gézlenmistir. 16. gliniinden
sonra ilkel hepatositler desmin negatif hale gelir. Desmin eksprese eden hiicrelerin
sayis1 karacigerde, embriyonik periyoddan neonatal doneme gectiginde artmistir (21,
72-74). Bu galismada desmin i¢in elde edilmis olan sonuglar, bizim ¢alismamizdaki
aFGF ekspresyonu ile birbirine cok benzemektedir.

Ito hiicrelerinin erken gebelik donemindeki ince yapi ozellikleri agisindan
fibroblastlara benzedikleri, daha sonraki fetal yasamda (farelerde gebeligin 15. giinii,
sicanlarda 16-18. giinler civarinda) ise kismen miyofibroblast benzeri 6zellikler
sergiledikleri kaydedilmektedir. Farelerde ve siganlarda dogumdan sonra 4-5.
giinlerde bazi farkliliklar halen varligmi siirdirmekte ise de, sinuzoid ve
perisinuzoidal yapilar, endotelyal hiicreler ve ito hiicreleri morfolojik olarak yetiskin
asamadakilere ¢ok benzemektedirler (16, 75).

Sonug olarak sigan fetiis ve yenidogan karacigerinin stroma ve parankim gelisimi
beraberlik gostermektedir. Bu nedenle tek basina Ito hiicrelerinin aFGF primer
antikoru kullanilarak gosterimi s6z konusu olamadi. Ito hiicre gelisimi hepatosit
gelisimi ile birlikte prenatal donemin basinda dnce hizlanmakta, sonra azalip doguma
yakin tekrar artig gostermektedir. Bu gelisim hizinin dogumdan sonra goreceli olarak

artmakta oldugunu izledik.
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OZET

Prenatal ve Neonatal Donemlerde Sican Karaciger Yildizs1 Hiicrelerinin
Immunohistokimyasal Olarak Incelenmesi

[to hiicresi karacigerin parankimal olmayan hiicrelerinden birisidir. Disse
araliginda hepatositler ve endotel hiicreleri ile yakin temas halinde bulunmaktadir. A
vitamini retinil esterleri formunda karaciger ito hiicrelerinde depolanmaktadir.
Bunun yaninda hiicre dig1 matriks yapimi, transforming growth faktor B, (TGF- f3;),
hepatosit growth faktor (HGF) ve asidik fibroblast growth faktoér sentezleme
fonksiyonlart vardir. Vimentin, desmin ve a- diiz kas aktinin (a-SMA) eksprese
etmeleri esas almarak Ito hiicrelerinin mezensimal kaynakli olduklar
distiniilmektedir.

Bu calismada, karaciger gelisimi sirasinda aFGF’nin ekspresyonu ve
lokalizasyonu incelenmistir. Bu amacgla da indirekt immunoperoksidaz yontemi
kullanilmustir.

Gebeligin 15. giiniinde orta diizeyde immun boyanma gozlenirken, sonraki
giinlerde azalmistir. Doguma yakin donemde tekrar artmaya baslamis ve postnatal
donemde goreceli olarak artmaya devam etmistir. Lokalizasyon yoniinden ise
ozellikle sinuzoidal alan ve Disse araligi c¢evresinde immun boyanma tespit
edilmistir.

Bulgularimiz, aFGF’nin hepatik farklilasma ve karaciger gelisiminin 6zellikle
postnatal asamalarinda 6nemli rol oynadigini géstermektedir.

Anahtar  Sozciikler:  Asidik  fibroblast growth faktdr, embriyoloji,

Immunohistokimya, Ito hiicresi, postnatal donem.
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SUMMARY

Immunohistochemical Study of Rat Liver Stellate Cells on Prenatal and
Postnatal Periods.

Ito cell is one of the non-parenchymal cells of liver. These cells are located in the
space of Disse in close contact with hepatocytes and endothelial cells. Vitamin A is
stored in liver Ito cells in form of retinyl esters. In addition they have the functions
like extracelular matrix production, transforming growth factor B; (TGF- B)),
hepatocyte growth factor (HGF) and acidic fibroblast growth factor (aFGF)
synthesize. Ito cells are considered to be of mesenchymal origin because of their
vimentin, desmin and a- smooth muscle actin expression.

In this study, the expression and localization of aFGF investigated during the
development of liver. Therefore, indirect immunoperoxidase method is used.

On fifteenth day of pregnancy medium level immun staining is observed but after
fifteenth day immun staining is seen to be decreased. Immun staining tended to
increase again just before the birth and continued to increase gradually in postnatal
period. In view of localization, immun staining is found especially on sinuzoidal aria
and Disse spaces.

Our findings demonstrate that aFGF has an important role especially on postnatal
periods of hepatic differentiation and liver development.

Keywords: Acidic fibroblast growth factor, embryology, immunohistochemistry,

Ito cell, postnatal period.
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