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Ozet

Karaciger hastaliklari ginimizde giderek artan bir 6lim nedenidir.
Vicuda farklh yollarla alinan bakir oksit nanopartikilleri (CuO-NP) karaciger
hilcrelerine hasar vermektedir.

CuO-NP cok farkh sektorlerde ve farkh hedefler igin kullanilir. CuO-
NP’Gnin hayvanlarin dokularinda dagilarak yapisal degisikliklere neden
oldugu saptanmistir. CuO-NP icin karaciger hedef organlardan birisidir. Bu
calismada CuO-NP ‘nin sican karacigerinde olusturdugu hasar hiicre ve
organel seviyesinde incelenmis ve bu hasarin mekanizmasi arastiriimistir.
Bu calisma CuO-NP'ye maruz kalan sicanlarda, karaciger hasarini kantitatif
yontemlerle ele alan ilk stereolojik calismadir.

Bu calismada, Kontrol Grubunda 20, CuO-NP Grubunda (200 mg/kg)
20 olmak uzere, toplam 40 adet 6-8 haftalik 250-300 gr adirhdinda
Sprague-Dawley 1rki erkek sican kullanmistir. Kontrol ve CuO-NP
gruplardaki sicanlarin karacigerleri, i1sik ve elektron mikroskobu (TEM) ile
histopatolojik ve morfometrik yontemlerle incelenmistir. Apoptotik hicre
Olumint ortaya koymak Uzere; Kaspaz-3 ve TUNEL ydntemleri de
kullaniimistir.

Biyokimyasal parametre olarak Malondialdehid (MDA), Katalaz (CAT),
Nitrik oksit (NO), TNF-a, IL-6, Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat
aminotransferaz (AST) dlzeyleri ve Kalpain aktivitesi 6lgUlmuastur.

Bu calismadan elde edilen sonuclara gére: CuO-NP verilen deney grubu
hayvanlarin karacigerlerinde sintzoid’lerin karaciger dokusundaki hacim
orani (V,) anlamli olarak artarken; hepatosit hicrelerinin sitoplazmalarinda,
birim alana disen mitokondri sayisi (Na) ve mitokondrilerin hepatosit
Sitoplazmasindaki hacim orani (V,) kontrol sicanlara gére anlamli olarak
azaldi. Diger taraftan, CuO-NP maruziyeti sonrasinda, karaciger dokusunda
MDA ve Kalpain aktivasyonlarinin arttigi buna karsin, Katalaz ve NO
dlizeylerinin azaldigi gozlendi. Yine, serum AST, TNF-a ve IL-6 dlizeylerinde
yukselme; ALT dlizeylerinde ise azalma saptandi.

CuO-NP karacigerde hlicre ve doku diizeyinde hasara neden
olmaktadir. Kalpain grubu enzimlerin artmasi karacigerdeki hasarin
oksidatif bir hasar oldugunu goOstermektedir. Ayrica, hepatositlerde
gozlenen apoptozun mitokondri yolagini aktive ettigi sonucuna varilmistir.
Sonug olarak CuO-NP nanopartikillerin karacigerde doku hasarina yol actigi
histomorfolojik ve biyokimyasal verilerle ortaya konmustur.

Anahtar Sozciikler: Bakir-oksit nanopartikil (CuO-NP), Hepatotoksisite,
Oksidatif stres

Bu calisma Istanbul Medipol Universitesj Tip Fakulltesi Anatomi Anabilim Dali ve REMER
laboratuvarlari, ESOGU Arum ve ESOGU Histoloji Anabilim Dali'nda yapilmistir.



Summary

Diseases of the liver are the cause of death which increase rapidly. The
copper oxide nanoparticles (CuO-NP) consumption also damages the liver
cells. We aimed to investigate damage of the acute consumption of (CuO-
NP) in rat liver cells and hepatocyte organelles and mechanism of this
damage.

CuO-NP is used in many different industries and for different targets.
CuO-NP entering the body of animals diffuses in tissues and causes
structural changes. The liver is a target organ for CuO-NP. This is the first
stereological study of liver damage in rats exposed to CuO-NP.

This study was carried out at Istanbul Medipol University Faculty of
Medicine, Department of Anatomy and REMER laboratories. In this study, a
total of 40 Sprague-Dawley male rats 6-8 week (250-300 gr) were used.
These rats divided into two groups: control and CuO-NP (200 mg/kg)
groups. The livers of both groups were examined histopathologically and
morphometrically by light and electron microscopy (TEM). To demonstrate
apoptotic cell death; Caspase-3 and TUNEL methods were used.

According to the results obtained in this study: the volume ratio of
sinusoids in the liver tissue (V,), of the experimental group CuO-NP was
significantly increased; in the cytoplasm of hepatocyte cells, the number of
mitochondria per unit area (N;) and the volume ratio of the mitochondria in
the cytoplasm of hepatocyte cell (V,) decreased significantly compared to
control rats. On the other hand, after CuO-NP exposure, MDA and calpain
activations increased in the liver, whereas catalase and NO levels
decreased. Serum AST, TNF-a and IL-6 levels increased, but ALT levels
decreased.

CuO-NP causes damage at the cell and tissue level in the liver.
Enhancement in the calpain group enzymes indicates an oxidative damage
to the liver. Furthermore, apoptosis observed in hepatocytes is the result of
activation of the mitochondrial pathway. In conclusion, histomorphological
and biochemical results of CuO-NP nanoparticles cause tissue damage in
the liver.

Key words: Copper oxide nanoparticles (CuO-NP), Hepatotoxicity,
Oxidative stress
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1 GIRIS VE AMAC

Modern cagin gereklilikleri sebebiyle hizla degisen ve gelisen teknoloji,
gunlik hayatta kullanilan Grdnlere, ihtiyag duyulan islevlerin kazandirilmasi
amaciyla farkli malzemelerin Uretilmesine neden olmustur. Bu malzemeler,
kullanildiklari Grdnlerin hayat donglleri icerisinde cesitli yollarla cevresel
ortamlara girmeye baslamis ve cevre icin “6ncelikli Kkirleticiler” adi altinda,
cevredeki davraniglari ve cevreye olan etkileri tam olarak bilinmeyen, yeni
bir kirletici gurubu olusmasina neden olmustur (Dowling, 2004).

Nano malzemeler lzerinde yapilan galismalar son yillarda yodun bir
sekilde devam edip sayica artis gostermektedir. Bir nanometre (nm)
metrenin milyarda biri (10°) kadardir. Nano 6lgekteki maddeler nano
boyutta, normal hallerine gére ¢ok farkli 6zelikler gésterirler (Banfield ve
Zhang, 2001). Kulgcuk boyutlu nanotozlar, nanoteknolojinin temelini
olustururlar. Bu partiklller diger malzemelere gore genellikle daha farkl ve
Ustln o6zelliklere sahipler.

Nanoteknolojinin hizla gelismesine paralel olarak nanopartiklllerin
insan saghgl ve cevre Uzerinde biraktiklar etki biyik dnem kazanmistir.
Deneysel calismalarin sonuclarina gére; bu nano malzemeler insan saghgi
Uzerine hem pozitif (nano ilaglar gibi) hem de negatif etkiye sahiptirler.
Nano boyuttaki partiktller normal boyutta olan parcaciklarina gbére daha
farkli kimyasal, fiziksel, elektronik ve manyetik 6zelikler tasirlar. Nano
partiklllerin, kimyasal aktivitesi, ylzey alani ve kuantum etkileri farkli
Uretim metotlari ile dedisebilir. Son vyillarda cevreye ve saghda duyarl
(biouyumlu) nano malzemelerin Uretilmesi hiz kazanmistir. Bu malzemelere
ornek olarak cevre kirliligini azaltmaya yardimci nanokatalizoérler ve kendi
kendini temizleyen duvar boyalarn verilebilir. Buna karsin, yine ayni
ozellikler cevreyi ve insan sagligini son derece etkileyebilecek zehirli etkilere
de yol acabilmektedir. Nano malzemeler su, yiyecek, kozmetik urlnleri,
glines koruyucu kremler, nano-ilaglar ve ilag tasiyici sistemleri araciligiyla
vucut icerisine tasinabilir. Bu sekilde vucut igerisine giren farkl
nanopartikiller insan sagligini tehdit eden maddelere donisebilmektedir.

Endustriyel olarak nano boyutunda bakir partikillerin Gretiminin diger
metal nanopartikillerinin Uretilmelerine oranla daha az maliyetli olmasi, bu
partiklllerin farkli sektorlerde yaygin olarak kullanilmasina neden olmustur.
Bakir nanopartiktlt Gstlin 6zellikleri nedeniyle bircok kullanim alanina
sahiptir. Diger nano malzemelerde oldugu gibi bakir nanopartikulleri de atik
sulara karisarak ya da farkli maddelere katilmak suretiyle gevreye ve insan
saghgina zarar verebilir.

Son yillarda, nanoteknolojinin gelismesiyle, nanopartikdller farkli
alanlarda kullanilmaya baslanmistir. Ustlin 0&zelliklere sahip metal
nanopartikuller, gida isleme, Uretim ve besin emiliminin kolaylastirilmasi ve
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gorselligin arttinlmasi, Grin kalitesinin korunmasi icin gida sektorinin
yanisira ambalaj sektoértinde de kullanilmaktadir.

Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve safranin
salgilandigi blylk bir bezdir. Karaciger ayni zamanda gelen ilaglar ve
nanopartikdlleri safra sistemine aktararak diski ile atilmasini saglayan bir
organdir. Karacigerin bu fonksiyonu hepatobiliyer klirens olarak
adlandinlmaktadir (Zhang, Poon, Tavares, McGilvray ve Chan, 2016).
Degisik hastaliklara bagh olarak karacigerde farkli seviyelerde hasar
meydana gelebilir. Bu hasar gorme durumu devam ederse, karaciger
dokusundaki hasar geri donlsimslz hale gelebilir. Zamanla karaciger
sertlesir, kiculir ve fonksiyonunu yerine getiremez hale gelir. Karacigerin
geri donlslimsliz hasarina siroz adi verilir. Karaciger sirozunu olusturan
farkli sebepler vardir. Ornedin toksik maddeler, parazit larvalar ve farkli
enfeksiyonlar. Ama bu faktérler arasinda en sik ve en dnemli nedenlerden
birisi ilaclara bagh toksik maddelerin olusturdugu hasardir (ARICI, 2008).

Bakir-oksit nanopartikilleri basta karaciger olmak Uzere diger
organlarda da (kalp, bdbrek, akciger) hasara neden olur. Bakir-oksit
nanopartiktll ile olusturulan toksik etki akut ve kronik olarak sican
modellerinde iki sekilde olusturulmustur. Bu calismada akut model lGzerinde
arastirma vyapilmistir. Sicanlarda, farkh dozajlarda akut bakir-oksit
nanopartiktl hepatotoksisitesi olusturulan bir calismada sadece 200 mg/kg
bakir-oksit nanopartikltli verilen deney grubunda hepatotoksisite ortaya
cikmistir. Ayrica bu grubun karaciger kesitlerinde nekrotik odaklar
gbézlemlenmistir. Bununla birlikte, in vivo calismalardan elde edilen veri
miktari halen yetersizdir.

Son yillarda yapilan calismalar bakir nanopatikullerinin toksik etkisini
ortaya koymustur. Bu partiklllerin bobrek, karaciger ve dalak dokusunda
morfolojik ve patolojik degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir.

Bu nedenle bakir oksit nanopartikillerinin insan sagligi ve cevre
Uzerindeki etkilerini arastirmak tUzere pek cok calisma yapilmistir, ancak bu
hasar mekanizmasinin altinda yatan birgok yolak halen belirlenememistir.

Hepatositlerde olusan nekroz ve apoptoz yolaklari ve bu yolaklarda
aktive olan enzim grubunun yanisira hasar géren organeller de belirlenmeye
calisiimistir. Bu amacla farklh histolojik boyama teknikleri kullaniimaktadir.
Ornedin; TUNEL boyama teknidi ile DNA hasarinin tespiti yapilmaktadir.
Hlcrelerdeki hasarin  etkisi lizozom, mitokondri ve c¢ekirdekteki
degisikliklere bakilarak arastiriimaktadir. Diger taraftan, nekrotik ve
apoptotik yolaklarda olusan hasar sonucu aktive olan kalpain enzim
grubunun aktivasyonunu gdéstermek icin biyokimyasal parametreler
kullanilmistir (Derksen, 2016.; Pal, 2015.)

Reaktif oksijen tirleri, oksijenin normal metabolizmasi ile olusan ve
eslenmemis elektron tasimalari nedeniyle reaktivitesi cok yuksek trutnlerdir.
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Reaktif oksijen tdrlerinin yikicl 6zelliklerine karsi dokularda antioksidan
savunma sistemleri bulunur. Reaktif oksijen metabolitlerinin Gretimindeki
artis ve antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getiriimeleri arasindaki
dengesizlik sonucunda oksidatif stres artmaya baslar. Nitekim, son yillarda
oksidatif stresin nanopartikil toksisitesinde énemli bir etken oldugu tezi 6ne
cikmaktadir. Bu nedenle bu calismada oksidatif stres markerleri olarak
taninan Malondialdehid (MDA), Katalaz (CAT) ve Nitrik Oksid (NO)
Olcilmustar.

CuO-NP'nin karaciger dokusundaki toksik etkilerini en son morfometrik
yontemlerle arastiran ve sonuglari kantitatif olarak ortaya koyan bir calisma
bulunmadigindan, bu calismada, akut bakir-oksit nanopartikil (CuO-NP)
uygulamasinin sican karacigerinde ortaya c¢ikaracag:r histopatolojik
degisikliklerin morfometrik yontemlerle kantitatif olarak saptanmasi
amacglanmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Karaciger

2.1.1 Karaciger Embriyolojisi

Karaciger, en erken gelisen embriyonik organlardan biridir ve
fetustaki homeostazisin saglanmasinda énemli bir rol Ustlenir. Karaciger,
safra kesesi ve safra kanallari, embriyonel dénemin ddrdincl haftasinin
basinda 6n badirsagin kaudalinden ventral yénde bir cikinti (hepatik
divertikul) olarak belirir. Son calismalara ait bulgular, hepatik divertikil ve
pankreas’in ventral tomurcugunun embriyonik endoderm’e ait iki farkh
hiicre toplulugundan gelistigini ileri sirmektedir (Sekil 2.1).

Hepatik divertikil, gelismekte olan kalp ve mide arasindaki splanknik
mezoderm kitlesi olan septum transversum’a dogru uzanir ve iki parcaya
bolinir. Hepatik divertikllinin daha genis olan kranial parcasi karaciger
taslagidir. Cogalan endodermal hicreler, i1sinsal tarzda olusan hepatosit
kordonlarini ve intrahepatik safra kanallarini déseyen epitel hicrelerini
olustururlar. Karaciger divertikil’inin klicik kaudal parcasi safra kesesini,
divertiklllin sapi da ductus cysticus’u olusturur. Baslangicta, ekstrahepatik
safra sistemi epitel hicreleriyle tikalidir. Daha sonra merkezdeki hlicrelerin
dejenerasyonu ile limeni agik bir kanal gelismis olur. Hepatik ve sistik
kanallari duodenum’a badlayan sap, safra kanalini olusturur. Baslangicta
duodenumun 6n ylzunde yerlesik olan safra kanali, duodenumun blyumesi
ve onun rotasyonuyla arka yuze tasinir (Moore KL ve TVN, 2009a; S.
Standring, Anand, N., Birch, R., Collins, P., Crossman, A.R., Gleeson, M.,
Jawaheer, G., Smith, A.L., Spratt, J.D., Stringer, M.D.,Tubbs, R.S.,Tunstall,
R.,Wein, A.]., Wigley, B.C, 2016).

Hepatik kordonlar, endotelle doseli bosluklarin cevresinde ag
olusturarak hepatik sintzoid taslaklarini olustururlar. Karacigerin fibroz
dokusu, hematopoietik dokusu ve Kupffer hicreleri septum transversum
mezensiminden koéken alir (Moore KL ve TVN, 2009a).

Baslangicta birbirleriyle anastomoz yapan hcre topluluklar seklindeki
hepatositler, cevrelerindeki mezensim doku tarafindan poligonal lobdller
seklinde sinirlandirilirlar. Daha sonra lobillerin késelerinde portal dolasima
ait klicik damarlar, merkezinde ise v. centralis gelisir (Moore KL ve TVN,
2009b; Seftalioglu, 1998).

Vena umblcalis’den gelen oksijen satirasyonu yuksek olan kanin
miktari, karacigerin gelisimini ve fonksiyonunu belirler. Gelisimin erken
dénemlerinde hepatik kordonlarin bdlinmesi simetriktir, gelisim ilerledikce
sag lobun bliyiimesi hizlanir ve daha fazla blyir. Karaciger besinci haftadan
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onuncu haftaya kadar blUyimeye devam eder ve onuncu haftada, Ust
abdominal kavitenin blyUk bir kismini kaplar (Zhao ve Duncan, 2005).

Fetusun 6. haftasinda baslayan hematopoietik fonksiyon 7. aya kadar
artarak devam eder. Yedinci aydan doguma kadar azalarak da olsa
hematopoietik aktivite siirer. Dokuzuncu haftayla birlikte karaciger, fetistn
toplam agirhginin yaklasik %310’ununu olusturur. On ikinci haftada,
karaciger hicreleri safra Gretimine baslar (Moore KL ve TVN, 2009b; Sadler,
1990). Hepatositlerde safra yapimi intrauterin 12. haftada baslar ve 13.
haftadan itibaren, Uretilen safranin duodenuma bosalmasina bagli olarak
sindirim kanali igeriginin rengi koyu yesil renk alir (Moore KL ve TVN, 2009b;
S. Standring, Anand, N., Birch, R., Collins, P., Crossman, A.R., Gleeson, M.,
Jawaheer, G., Smith, A.L., Spratt, J.D., Stringer, M.D.,Tubbs, R.S.,Tunstall,
R.,Wein, A.J., Wigley, B.C, 2016). Dogumda karacigerde birkac¢ kan adacigi
kalmistir. Karacigerin hematopoetik potansiyeli bitlin yasam slresince
devam eder (Moore KL ve TVN, 2009a; Seftalioglu, 1998).

On bagirsak

Dorsal pankreas

/ tomurcugu

Karaciger

Hepatik kanal

Ana safra kanali
Safra kesesi
Hepatopankreatik kanal

Hepatik
divertikaiil

1

Ventral pankreas

- tomurcugu /
Yolk sap1

Sekil 2.1 Karaciger gelisimi (Netter)
2.1.2 Karaciger Anatomisi

Vicuttaki en biylk bez olan karaciger, karin boslugunun st tarafinda,
regio hypochondriaca dextra’nin timdudnu, regio epigastrica’nin buylk bir
kismini  doldurur. Regio hypochondriaca sinistra’da da, Ilinea
medioclavicularis sinistra’ya kadar uzanir (Arinci, 1997). Karaciger boyutu
cinse, yasa ve vicut boyutuna baghdir. Karacigerin sag tarafi 6n-arka yénde
14-16 cm, ylUksekligi ise 8 cm kadardir. Karaciger erkeklerde 1400 ila 1800
gr, kadinlarda ise 1200 ila 1400 gr kadardir. Bununla beraber karaciger
1000 - 2500 gr arasinda da olabilir. Ayrica, canlilarda icinde bir kilogram
kan bulunur. Fetus'ta, karacigerin vicut adirhgina gbére orani,
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eriskinlerdekinden daha fazladir. Erigskinlerde vicut agirhdinin %2'si
kadardir. Bu nedenle, gocuklarin karni biraz sis gibi gértlar. Kirmizimtirak
kahverengi renginde olan karaciger, saglam ve elastiki olmasina ragmen,
gevrek ve kolaylikla parcalanabilen bir yapiya sahiptir. Cok damarli olmasi
nedeniyle, yaralanmalari blytk kanamalara yol acar (Moore K.L. , 2007).
Nitekim, klint karin travmalarinda dalaktan sonra en fazla yaralanan organ
karacigerdir (Velmahos vd., 2003).

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak lzere iki
yuzd vardir.

Facies diaphragmatica: Buyuk olan bu yuz diafragma ile komsudur
ve bdlimlere ayrilir.

Pars superior: Facies diaphragmatica’nin dst kismidir. Bu ylz
diafragma kubbesi araciligi ile sag tarafta plevra ve akcigerle, sol tarafta da
kalp ve kalbi 6rten pericardium ile komsudur. Pars superior’un buyuk bir
kismi periton ile kaplidir. Sadece arka kismina yakin bélimunde periton
bulunmaz.Bu peritonsuz alana area nuda adi verilir ve diafragmaya gevsek
bag dokusu araciligi ile yapisiktir. Area nuda, lig. coronarium tarafindan
sinirlanir. Bu sahanin arkadaki bldyuk kismi pars posterior'da, éndeki klglk
kismi ise pars superior’'un arka bélimutnde bulunur (S. Standring, Borley,
N.R., Collins, P., Crossman, A.R., Gatzoulis, M.A., Healy, ].C., Johnson, D.,
Mahadevan, V., Newell, R.L., Wigley, B.C., 2016).

Pars anterior: Karacigerin diafragmatik ylizinin 6n bolimidir. Bu
bolim sag tarafta 6.-10. kaburga ve kikirdaklarn ile sol tarafta ise 7-8.
kikirdak kaburgalarla komsudur. Ortada ise proc. Xxiphoideus ve hemen
asadisindaki karin 6n duvari bolimd ile komsuluk yapar. Pars anterior, lig.
falciforme hepatis’in bulundugu yer harig, tamamen peritonla kaphdir (Sekil
2.2)(Arinci, 1997).

Pars posterior: Sag tarafta genis ve kint, sol tarafta ise dardir. Orta
kismi omur govdeleri Gizerine oturdugu igin konkavdir. Bu konkavligin biraz
sag tarafinda v. cava inferior'un oturdugu sulcus venae cavae bulunur. Bu
olugun da 2-3 cm sol tarafinda fissura ligamenti venosi denilen dar bir yarik
bulunur. Bu vyarikta, embriyolojik bir yapi olan ductus venosus’un
kapanmasi ile olusan lig. venosum bulunur. Lobus caudatus, sulcus venae
cavae inferioris ile fissura ligamenti venosi arasinda yer alir. Sulcus venae
cavae inferioris'in biraz sadinda ve kismen de visseral ylizde, gl.
suprarenalis’in oturdugu, impressio suprarenalis denilen gukurluk bulunur.
Fissura ligamenti venosi‘nin arka wucunun biraz solundaki c¢ukura,
oesophagus’'u mideye baglayan bolimd oturur. Buraya impressio
oesophagea denilir.

Pars dextra: Diafragmatik ylzin peritonla ortali sag kismidir. Bu
bolim diafragma araciligi ile kaburgalarla komsudur (Moore K.L. , 2007).



Facies dexteri U¢ esit parcaya bdlecek olursak:

1/3 Ust kismi, 7.ve 8. kosta aralarinda bulunur

1/3 orta kismi, 9.ve 10. kosta ile ve recessus costodiaphragmaticus ile
komsudur.

1/3 alt kismi, thorax duvari ile direk temastadir (Arinci, 1997; S. Standring,
Borley, N.R., Collins, P., Crossman, A.R., Gatzoulis, M.A., Healy, J.C.,
Johnson, D., Mahadevan, V., Newell, R.L., Wigley, B.C., 2016).

Lig.triangulare
sinistrum

Lig.coronarium

Lig.triangulare

Lobus hepaticus
sinister

faceis diaphragmatica

Lobus hepaticus| Lig.falciforme

dexter
faceis diaphragmatica

Lig.teres hepatis
Vesica biliaris

Margo inferior

Sekil 2.2 Karacigerin anatomik yapisi, 6nden goriinim (Netter, 2011).

Facies visceralis: Karacigerin karin organlari ile komsu olan konkav
alt ylzline facies visceralis denilir (Sekil 2.3). Bu ylz arkaya, asadiya ve
biraz da sol tarafa bakar. Tespit edilerek gikarilmis karacigerin visseral
ylzinde, komsu oldugu organlarin izleri bulunur. Bu ylzin ortalarinda
porta hepatis denilen blyuk bir gecit bulunur. Porta hepatis'ten v. portae
hepatis ve etrafindaki sinir agi ile birlikte a. hepatica propria’nin dallar girer,
safra kanallan ile lenf damarlari ¢ikarlar. Porta hepatis’in her iki tarafinda,
arka kenardan 6n kenara dogru sagittal yénde uzanan iki oluk bulunur. Sag
taraftaki oluga sulcus sagittalis dextra, sol taraftaki yariga ise fissura
sagittalis sinistra denilir. Sulcus sagittalis dextra’nin 6n yarisina fossa vesica
biliaris, arka yarisina ise sulcus venae cavae inferiois denilir. Fossa vesica
biliaris’e vesica biliaris, sulcus venae cavae inferioris’e ise v.cava inferior
oturur. Fissura sagittalis sinistra’nin lig. teres hepatis‘in oturdugu on
yarisina fissura ligamenti teretis, lig. venosum’un oturdugu arka yarisina
ise, fissura ligamenti venosi denilir. Visseral ylzin porta hepatis, fossa
vesica biliaris, sulcus venae cavae inferioris, fissura ligamenti teretis ve
fissura ligamenti venosi harig, her tarafi peritonla kaplidir. Bu iki sagittal
olugu ortada porta hepatis birlestirir, boylece H harfi seklinde bir olusum
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ortaya cikar. Bu oluklar karacigerin visseral ylzind dort loba ayirir. Sulcus
sagittalis dextra’nin sag tarafinda kalan bélime lobus hepatis dexter, fissura
sagittalis sinistra’nin solunda kalan bélime ise lobus hepatis sinister denilir.
Bu iki oluk arasinda ve porta hepatis’in éninde kalan kisma lobus
quadratus, arkasinda kalan bélime ise lobus caudatus denilir.

Sag lobun visseral yuziinde 6nden arkaya dodgru impressio colica,
impressio renalis ve impressio suprarenalis’in bir bélima (diger boélimi
arka yuzdedir) bulunur. Impressio renalis’in sol tarafinda da impressio
duodenalis bulunur. Impressio colica’ya flexura coli dextra, impressio
renalis’e sag bobrek, impressio suprarenalis’e sag bobrekistli bezi,
impressio duodenalis’e ise duodenum’un ikinci bélimu oturur.

Sol lobun alt yiziinde midenin oturdugu impressio gastrica denilen tek
bir iz bulunur. Bu yizun lobus caudatus’a yakin bolimundeki ¢ikintili kisma
tuber omentale denilir. Tuber omentale, omentum minus’un 6n yuzinde
curvatura gastrica minor’a oturur. V. cava inferior'un hemen én tarafindaki
lobus caudatus’a ait cikintiya proc. caudatus denilir (Arinci, 1997; Moore
K.L. , 2007; S. Standring, Borley, N.R., Collins, P., Crossman, A.R.,
Gatzoulis, M.A., Healy, 1.C., Johnson, D., Mahadevan, V., Newell, R.L.,
Wigley, B.C., 2016) .

Lobus caudatus
Vena hapatica
Vena cava inferior

Impressio oeosophagea

Fissura ligamenti venosum Area nuda

S
Impressio gastrica Vena porta

Ductus choledocus

Lobus sinister
Lobus dexter

A. hepatica propria Impressio renalis

Impressio
deodenalis

Porta hepatis

Lig. teres hepatis Imperssio colica

Lobus quadratus

Vesica biliaris

Sekil 2.3 Karacigerin anatomik yapisi, visseral yiz gérinimi (Netter, 2011).

2.1.2.1 Karacigerin kenarlari ve projeksiyonu

Karacigerin pozisyonu vicut vyapisina, vicudun pozisyonuna ve
solunum durumuna goére degisir. Inspirasyonda 3 cm asagi, ekspirasyonda



da 3 cm yukari ¢cikar. Ayakta iken biraz asagi iner, yatar pozisyonda ise biraz
yukari cikar. Yaslilarda biraz daha asagidadir.

Karacigerin arka (margo posterior) ve alt (margo inferior) olmak Gzere
iki kenari vardir. Arka kenar facies visceralis ile facies diaphragmatica
arasinda arka tarafta olusan kenardir. Sag tarafta kiint olan bu kenar, sol
tarafa dogru gittikce incelir. Tam bir kenara benzememesi nedeni ile bazi
kaynaklarda arka kenardan bahsedilmez. Arka kenar, sagda ve linea
axillaris’in biraz arkasinda, 11. kaburganin altinda alt kenarin devami
seklinde baslar ve 12. kaburganin alt kenarini takip ederek columna
vertebralis’i, 12. g6gls omurunun ortasl hizasinda keser. Daha sonra,
konveksligi sola ve asagi bakan bir kavis gizerek, sola ve yukari dogru uzanir
ve arkada 8. interkostal aralikta, sol linea medioclavicularis hizasinda,
karacigerin sol ucunda alt kenarla birlesir.

Alt kenar (margo inferior), facies visceralis ile facies diaphragmatica
arasinda 6n, kismen de yan tarafta olusan kenardir. Bu kenarin sag yanda
kalan bolimu biraz klntgedir. Buna karsilik 6n taraftaki bolimu ince ve
keskindir. Bu keskin bélimde iki gentik bulunur. Bunlardan birisi orta hattin
hemen sag tarafinda yer alir ve incisura lig. teretis denilir. Bu gentik visseral
yuzde goérulen fissura ligamenti teretis’in baslangi¢ yeridir ve buradan lig.
teres hepatis gecer. Ikinci centik, orta hattin 4-5 cm sag tarafinda bulunur
ve sag m. rectus abdominis’in dis kenarinin sag arcus costarum’u kestigi
yere uyar (Murphy noktasi). Burada safra kesesinin fundus’u, margo
inferior'u biraz tasarak asagi uzanir. Margo inferior sol tarafta 5. interkostal
aralikta, genellikle linea medioclavicularis’den baslar. Buradan saga ve
asagilya dogru uzanan margo inferior, sol arcus costarum’u 7. ve 8. kikirdak
kaburgalarin birlestigi yerde, sag arcus costarum’u ise 9. ve 10. kikirdak
kaburgalarin birlestigi yerde keser. Buradan itibaren alt kenarin seyri,
hemen hemen sagd arcus costarum’un seyrine uyar. Sag linea axillaris’in
biraz arkasinda 11. kaburganin altinda arka kenarla birlesir. Arkada 12.
kaburganin alt kenarini takip ederek 8. interkostal aralikta basladigi yere
gelir. Epigastrium bdlgesinden gecen margo inferior orta cizgiyi, proc.
xiphoideus’un tabani ile umbilicus arasindaki mesafenin ortasindan veya
proc. xiphoideus’un tabaninin bir el genisligi asagdisindan gaprazlar. Burasi
ayni zamanda planum transpyloricum’a uymaktadir. Alt kenarin iki arcus
costarum arasinda kalan bdlimu, Labbe Ug¢genini yukaridan sinirlar. Labbe
tcgeni’nin diger sinirlarini ise sol arcus costarum ile her iki tarafin 9.-10.
kikirdak kaburgalarin birlesme vyerlerini birbirine baglayan yatay cizgi
belirler. Diger bir deyisle Labbe liggeni, midenin karin 6n duvari ile dogrudan
komsuluk vyaptigi saha olarak tarif edilebilir. Karaciger, angulus
infrasternalis’in asadisinda ve Labbe Ulicgeni'nin yukarisinda, karin 6n
duvarinin arka yuzi ile dogrudan temas eder (S. Standring, Borley, N.R.,
Collins, P., Crossman, A.R., Gatzoulis, M.A., Healy, 1.C., Johnson, D.,
Mahadevan, V., Newell, R.L., Wigley, B.C., 2016).



Karacigerin projeksiyonu; Onde karacigerin Ust siniri, sagda linea
medioclavicularis Gzerinde 4. interkostal araliktan (en ylksek nokta) sola
ve biraz asagiya uzanir; 5. kikirdak kaburga hizasindan gecerek orta cizgi
Uzerinde processus xiphoideus’un tabanini ve solda 6. kikirdak kaburganin
sternum’la birlestigi noktay! caprazlayarak orta hattin 7-8 cm soluna kadar
uzanir. Arkada Ust kenari orta hatta 9. g6gis omurunun alt kenari
hizasinda, sag linea paravertebralis'te 10. interkostal aralida, sag linea
axillaris media’y1 7. interkostal aralikta keser. Alt kenari arkada linea
mediana posterior'da 12. gogis omurunun govdesinin ortasindan baslar,
sag 12. kaburganin alt kenarini takip eder, sag 9. ve 10. kikirdak
kaburgalarin birlesme yerinden gecerek sol 7. ve 8. kikirdak kaburgalarin
birlesme yerini keser.

2.1.2.2 Karacigerin loblari

Karaciger biri bliylk, lobus hepatis dexter, digeri kigclk, lobus hepatis
sinister olmak (izere iki lobdan olusur. On ve (st yiizde bu iki lobu
birbirinden lig. falciforme hepatis ayirir. Visseral ylzde loblari birbirinden
ayiran yapilar daha belirgindir. Daha 6nce de anlatildigi gibi, visseral ylizde
bulunan H harfi seklindeki oluklar, karacigerin visseral ylzini dort loba
ayirir. Sulcus sagittalis dextra’nin sag tarafinda kalan bolime lobus hepatis
dexter, fissura sagittalis sinistra’nin solunda kalan bdlime ise lobus hepatis
sinister denilir. Bu iki oluk arasinda ve porta hepatis’in 6ntinde kalan kisma
lobus quadratus, arkasinda kalan kisma ise lobus caudatus adi verilir.

Lobus hepatis dexter: Sag hypochondrium bélgesinde bulunur. Sol
lobdan 6 kat daha bilylktlr ve tim karacigerin 5/6'sini olusturur. Sag ve
sol lobun sinirini diaframatik ylzde lig. falciforme hepatis, visseral ylzde
ise fissura sagittalis sinistra belirler.

Lobus quadratus: Sag lobun visseral yliziinde ve porta hepatis’in 6n
tarafinda bulunur. Bu lobu 6nden karacigerin margo inferior'u, arkadan
porta hepatis, sag taraftan fossa vesica biliaris ve sol taraftan da fissura
ligamenti teretis sinirlar.

Lobus caudatus: Sag lobun visseral yliziinde ve porta hepatis’in arka
tarafinda, 10.-11. gégus omurlari hizasinda bulunur. Bu lobu énden porta
hepatis, sagdan sulcus venae cavae inferioris ve soldan da fissura ligamenti
venosi sinirlar. Lobus caudatus’un 6n tarafta iki uzantisi vardir. Bunlardan
daha dik olan sol taraftakine proc. papillaris, sag taraftakine ise proc.
caudatus denilir. Proc. papillaris porta hepatis’in arka kenarinin sol yarisini,
proc. caudatus ise sag vyarisini olusturur ve sag lobla birlesir. Proc.
caudatus’u orten periton, for. bursa omentalis’i 6n-Ust kisimdan sinirlar.

Lobus hepatis sinister; Sag lobdan daha kigik ve yassidir. Tim

karacigerin 1/6'sini  olusturur. Epigastrium’da ve kismen de sol
hipokondrium’da bulunur. Biraz konveks olan lst yuzi diafragma ile,
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konkav olan alt ylziu ise mide ile komsudur. Sol ucu genellikle linea
medioclavicularis’de sonlanir, fakat bazen dalaga kadar uzanir. Bu ucta
bulunan bag dokusu yapiya appendix fibrosa hepatis denilir (Arinci, 1997;
Moore K.L. , 2007; S. Standring, Borley, N.R., Collins, P., Crossman, A.R.,
Gatzoulis, M.A., Healy, ].C., Johnson, D., Mahadevan, V., Newell, R.L.,
Wigley, B.C., 2016).

2.1.2.3 Karacigerin ligamentleri

Karaciger diafragmanin alt yizine ve karin 6n duvarina 6 bag araciligi
ile tutunur. Bunlardan besi (lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig.
hepatorenale, lig. triangulare dextrum ve lig. triangulare sinistrum)
peritoneum’un olusturdugu baglardir. Birisi ise (lig. teres hepatis)
embriyolojik v. umbilicalis’in kapanmasi ile olusan bir bagdir. Karaciger
ayrica peritoneal bir yapi olan omentum minus (lig. hepatogastricum + lig.
hepatoduodenale) araciligi ile mide ve duodenum’a baglanir.

1-Lig. falciforme hepatis:

Karacigerin sag ve sol loblarinin diafragmatik yuzlerini orten periton
yapraklari, orta hattin biraz sag tarafinda biraraya gelerek karin 6n duvari
ve diafragmanin alt ylGzine uzanir. Lig. falciforme hepatis denilen bu bag,
embriyoda mesenterium ventrale’nin karaciger taslagi ile karin 6n duvari
arasinda kalan bdélimune uyar. Lig. falciforme hepatis’i olusturan bu iki
yaprak, arka ve yukarida tekrar birbirinden ayrilarak lig. coronarium’un 6n
iki yapragini olusturur. Bu yapraklar diafragmaya gecerek, diafragmanin alt
yUzind orten peritonla uzanir. Bu bagin karin duvarina tutunan kismi orta
hatta, karacigere tutunan kismi ise orta hattin biraz saginda bulunur. Bu
nedenle bag, arkadan 6ne ve sagdan sola dogru oblik olarak uzanir. Buna
gore bagin sag yapragi on tarafa bakar ve sag m. rectus abdominis’in arka
ylzind oOrten peritona yaslanir. Sol yapragi ise arkaya dodru bakar ve
karacigerin sol lobunu 6rten peritona yaslanir. Bagin alt kenari serbest ve
orak seklindedir. Bu nedenle de, lig. falciforme hepatis denilmistir. Bu
serbest kenarinda ve iki yapradi arasinda lig. teres hepatis bulunur.

2- Lig. coronarium hepatis:

Karacigerin 6n ylzind orten periton, diafragmanin alt ylziine gecer ve
on tarafa dogru uzanir. Arka ylzini orten periton ise yine diafragmanin alt
ylziine gecer, fakat arka tarafa dogru uzanir. Karacigerden diafragmaya
gecen On ve arka yapraklar arasinda biraz mesafe vardir ve karacigerin bu
bélimiinde periton bulunmaz (Area nuda). Iste area nuda’y! cevreleyen bu
periton yapiya lig. Coronarium hepatis denilir.
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3- Lig. hepatorenale:

Lig. coronarium hepatis’in arka yapradi diafragmanin alt ylGzinden
hemen sag bdbrek ve bobrekistl bezinin 6n ylzinde uzanir. Bu nedenle
peritoneum’un bu bdélimulne lig. hepatorenale denilir.

4- Lig. triangulare dextrum:

Lig. coronarium hepatis’in 6n ve arka yapraklari, area nuda’nin sag
ucunda birleserek lig. triangulare dextrum’u olusturur. Bu bag karacigeri
diafragmaya badlar.

5- Lig. triangulare sinistrum:

Ayni sekilde, lig. coronarium hepatis’in 6n ve arka yapraklari, area
nuda’nin sol ucunda birleserek lig. triangulare sinistrum’u olusturur.
Karacigeri diafragmaya baglayan bu bag, appendix fibrosa hepatis ile
devam eder.

6- Lig. teres hepatis:

Dogumdan sonra gorevi sona eren v. umbilicalis, oblitere olarak lig.
teres hepatis denilen bagi olusturur. Bu bag lig. falciforme hepatis’in iki
yapradl arasinda ve serbest alt kenari boyunca uzanir. Karacigerin visseral
yuzliinde fissura ligamenti teretis’de uzanarak porta hepatis’e gelir ve
burada lig. venosum ile birlesir.

2.1.2.4 Karacigeri yerinde tutan faktérler

Daha 6nce de anlatildigi gibi, karacigerin yerinde kalmasi bircok
faktorlerin katkisiyla olur. Bunlardan lig. coronarium, lig. triangulare
dextrum, lig. triangulare sinistrum ve area nuda aracilidi ile diafragmaya
tutunur. Bunun yanisira v. cava inferior ve v. hepatica’lar da karacigerin
arka bolimundn karin arka duvarina tutunmasina yardimci olurlar. Lig.
falciforme hepatis’in karacigeri tasimada bir roli yoktur. Ancak karacigerin
yan hareketlerini biraz sinirlar. Derin inspirasyonda diafragma ile birlikte
karaciger de, biraz asagi iner ve bu pozisyonda karacigerin alt kenarini palpe
edebiliriz. Karaciger, agir bir organ olmasi nedeniyle, diger organlar gibi
pozisyonunda durabilmesi sadece peritona olan baglantilan ile saglanamaz.
Bunun yanisira bircok faktorlere de baglidir. Bunlardan en 6nemlisi karin
boslugunun 6zellikle, diafragmanin altindaki negatif hava basincidir. Yine,
diger organlarin izerine oturmasi ve karin kaslarinin tonusu sayesinde de
yerinde tutulmasi saglanmaktadir. V. hepaticalarin yukarida v. cava
inferior'a baglanmis olmasi da karacigeri bir dereceye kadar yukaridan
askiya almaktadir. Ozet olarak karacigerin yerinde tutulmasi negatif hava
basinci, periton plikalari, damarlarin asma 0zelligi, area nuda ile
diaphragma’ya tutunmasi, karin organlarinin Uzerine oturmasi ve karin
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kaslarinin tonusunun birlikte uygulanmasi ile temin edilmektedir (Arinci,
1997; Moore K.L. , 2007; S. Standring, Borley, N.R., Collins, P., Crossman,
A.R., Gatzoulis, M.A., Healy, 1.C., Johnson, D., Mahadevan, V., Newell, R.L.,
Wigley, B.C., 2016).

2.1.2.5 Karacigeri besleyen arterler ve venler
Arterleri:

Karacigeri a. hepatica propria besler. Bu arter, truncus coeliacus’un bir
dali olan a. hepatica communis’in dalidir. Lig. hepatoduodenale iginde v.
portae hepatis ve ductus choledochus ile birlikte uzanan bu arter, porta
hepatis’e gelince r. dexter ve r. sinister olmak lGzere iki dala ayrilir. V. portae
hepatis’in dallari ile birlikte karacigerde dadilir. A. hepatica propria’nin
dallani arasinda anastomoz yoktur. Komsu arterlerden gelen a. hepatica
accessoria bulunabilir.

Venleri:

V. portae hepatis ve v. hepaticae olmak Uzere iki grup veni vardir. V.
portae hepatis, v. mesenterica superior ile v. lienalis’in birlesmesiyle olusur.
A. hepatica propria ile birlikte lig. hepatoduodenale icinde uzanarak porta
hepatis’e gelir. Karacigerde a. hepatica propria’nin dallari ile birlikte uzanir
ve sonunda, beraber seyrettigi arterle birlikte v. centralis’e acilir. V.
centralis’ler birleserek v. hepatica’lari olusturur. Bu venler porta hepatis'ten
giren kanlari v. cava inferior'a tasirlar. V. hepatica’lar karaciger
segmentasyonuna uymazlar.

2.1.2.6 Karacigerin lenf drenaji ve inervasyonu
Lenf drenaji:

Karacigerin derinlerinden gelen lenf damarlarinin gogu porta hepatis’e
gelerek buradaki nodi lymphatici hepatici'ye acilirlar. Bunlarin bir kismi da
safra kesesi boynunun etrafindaki nodus cysticus ile for. bursa omentalis
cevresindeki lenf nodullerine (nodus foraminalis) acilir. Nodi lymphatici
hepatici’den cikan lenf damarlari da nodi lymphatici coeliaci’den gecerek
ductus thoracicus’a acilirlar. Derin lenf damarlarinin bir kismi v. hepatica’lari
takip ederek diafragmadaki for. venae cavae inferioris’e gelirler. Bu lenf
damarlari nodi lymphatici phrenici superiores’e, buradan da nodi lymphatici
parasternales’e acilirlar. Karacigerin ylzeyel lenf damarlarinin gogu porta
hepatis’e giden derin lenf damarlar ile birleserek nodi lymphatici
hepatici'ye, daha sonra da nodi lymphatici coeliaci'ye acilirlar. Area
nuda’dan kaynaklanan lenf damarlari, diafragmaya gecer. Onde,
sternum’un hemen yanindan, arkada ise for. venae cavae inferioris’den
gogis bosluguna gecerek nodi lymphatici phrenici superiores, nodi
lymphatici mediastinales anteriores ve posteriores’e acilirlar. Buralardan

13



ctkan lenf damarlar da truncus lymphaticus dexter ve ductus thoracicus’a
acilirlar.

Sinirleri:

Sempatikleri nn. splanchnici‘den, parasempatikleri ise sag ve sol n.
vagus'tan gelir. Bu lifler 6nce plexus coeliacus’u olustururlar. Sempatik ve
parasempatik lifler karacigerin hilusunda, damarlar cevresinde plexus
hepaticus’'u olusturur. Bu pleksus'tan c¢ikan uzantilar interlobiler bag
dokusu araliklarinda seyrederek karaciger hiicrelerinin ¢cevrelerinde veya bu
hicrelerle kan kapillerleri arasinda sonlanir. Buradan ¢ikan lifler a. hepatica
propria ve V. portae hepatis etrafinda plexus hepaticus adi altinda
karacigere gider. Hepatik damarlarda sadece sempatik liflerin bulundudu,
buna karsilik safra kanallari ve safra kesesinde ise her ikisinin de bulundugu
belirtiimektedir. Sensitif lifler, sempatik liflerle birlikte uzanir ve torakal
medulla spinalis’in T8.-11. segmentlerine gider. Bu nedenle karacigerin
agrilari 10. interkostal sinirin dagilma alani ve karnin yukari bélimuinde
hissedilir (akseden agri). Karacigeri orten peritonda sag n. phrenicus’un
dallari dagilir. Bu nedenle karaciger peritonundan kaynaklanan agrilar, sag
omuzda hissedilir (Moore K.L. , 2007; S. Standring, Borley, N.R., Collins,
P., Crossman, A.R., Gatzoulis, M.A., Healy, J.C., Johnson, D., Mahadevan,
V., Newell, R.L., Wigley, B.C., 2016).

2.1.2.7 Karaciger segmentasyonu

Sulcus sagittalis dextra’nin her iki yaninda kalan pars dextra hepatis ve
pars sinistra hepatis olmak Uzere iki ana bélime ayrilir. Bunlar da asagidaki
sekilde segmentlere ayrilir.

Pars dextra hepatis

Divisio medialis dextra

Segmentum anterius mediale dextrum; Segmentum V
Segmentum posterius mediale dextrum; Segmentum VIII
Divisio lateralis dextra

Segmentum anterius laterale dextrum; Segmentum VI
Segmentum posterius laterale dextrum; Segmentum VII

Pars sinistra hepatis

Divisio lateralis sinistra

Segmentum laterale sinistrum; Segmentum II

Segmentum anterius laterale sinistrum; Segmentum III

Divisio medialis sinistra

Segmentum mediale sinistrum; Segmentum IV

Pars posterior hepatis; lobus caudatus segmentum posterior; lobus
caudatus; Segmentum I
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Karacigerin en kliciik fonksiyonel birimi olan lobcuklarin (lobuli hepatis)
bircogu birleserek karaciger segmentlerini olustururlar. Bu lobcuklarin
ortasindaki v. centralis’ler dogrudan veya bir baglanti pargasi vasitasiyla
karaciger venlerine, segmental venlere, badglanirlar. Bunlar da kendi
aralarinda birlesmek suretiyle v. hepatica’yl olusturur ve bu damarlarda
hemen diafragmanin altinda, ayr ayri v. cava inferior'a baglanirlar.
Histolojik kesitlerde v. portae hepatis, arter ve safra kanali dallari misterek
bir kilifla sarilmis olarak lobcuklarin kdselerinde bulunan az miktarda bag
dokusunun icinde vyer aldiklani halde, karacigerden kani gotlren v.
hepatica’nin dallari ayri ve tek baslarina gorinulrler. Evvelce karacigerin
ayni damarlar ve safra kanallarina bagli olan ve birkag lobcuktan olusan
segmentleri ile ilgili bilgilere blylk 6nem verilmis ve karacigerde lokalize
olan bazi hastaliklarda, bir veya birkac segmentin cikarilabilmesi yolunda
arastirma ve calismalar yapilmistir. Ancak bugln icin daha ziyade
karacigerin timudndn degdistiriimesi yolundaki calismalar daha da 6n plana
citkmistir.

Karaciger dolasimi ve fonksiyonu: Vicut metabolizmasinda énemli
bir yer tutan karacigerin damarlari fonksiyonel bir yapi dizeni igerisinde
organa girer ve cikarlar. Karacigerin 6zellikle ihtiyaci olan taze ve oksijence
zengin kani ileten a. hepatica propria, dogrudan dogruya pars abdominalis
aortae’dan ayrilan truncus coeliacus’un bir dalini olusturan a. hepatica
communis’in devami seklinde olan bir ana daldir. Porta hepatis’te bir sag ve
bir de sol loba giden iki dala ayrilan bu damar, icindeki taze kani karaciger
dokusuna, lobcuklarin arasinda seyreden a. interlobularis ile organin
derinliklerine génderir. Bu ince damarlar v. portae hepatis’in dallar ile
beraber, interlobuler bag dokusu (spatium intertobulare hepatis = Kierman
aralgi) icinde dallanarak v. portae hepatis ve v. hepatica’nin incecik dallari
ile, safra kanallarini kusatan aglar meydana getirir. Bunlarin kapillerleri de
karacigerin kapiller sistemine ve v. portae hepatis’in dallarina da baglanir.
Sonucta bu damarlarin v. centralis’lere acildigini ve v. hepatica lzerinden
v. cava inferior'a baglandigi bilinmektedir.

Yukarida karacigerin damarlan arasinda adi gecen v. portae hepatis,
mide bagirsak kanaliyla pankreastan gelen kani toplar. Karin boslugundaki
tek organlarin venlerinin v. portae hepatis’i olusturdugunu soyleyebiliriz. Bu
damar dallari badirsak kanalindan emilen bircok maddelerin yanisira,
dalaktan disan atilmasi gereken maddeleri de karacigere getirir. Bu
maddeler karacigerde islendigi gibi, depo da edilebilir veya dogrudan v.
hepatica sistemine verilir. Bu nedenle karacigerin icerisindeki kan miktari
fonksiyonel durum veya fazina gore blyik degisiklikler gosterir. Viicudun
zorlu calismalarinda karaciger, igcindeki kanin dolasim icin 6nemli bir kismini
derhal genel dolasima sevk edebilir. Bu sekilde karaciger kan depo gorevi
de yapmaktadir. Bu dedisiklikler sirasinda karacigerin hacim ve
buyukliginde de degisikliklerin olmasi mumkindir. Karacigerin bazi
fonksiyonlarinin bilinmemesine ragmen, cok genis ve gesitli fonksiyonlar
yapan bir laboratuvar seklinde calistigi da bilinmektedir.
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Karbonhidratlar kan sekeri halinde dolasimda bulunur. Bu kan sekeri
insdlin’in etkisiyle glikojen halinde depo edilir. Bu fonksiyon icin gerekli
instlin’in bulunmadigi hallerde, idrarda seker bulunur ve diabetes mellitus
denilen seker hastaligi tablosu olusur. Karacigerin kanin pihtilasmasi
mekanizmasinda etkili kendi i¢ salgilari olan heparin ve belki de fibrinojen
gibi 6zel i¢ salgilari yaninda, diger i¢ salgi bezlerinin Grlnleri lzerinde de
etkisi vardir. Mesela; adrenalin ve tiroksin karacigerde pargalanirlar.
Tiroksin’in parcalanmasindan acgida cikan iyot safraya karisarak disari atilir.
Kanin, daha dodrusu eritrositlerin boyali maddesini olusturan
hemoglobinden ise, bazi gorislere gore bizzat karaciger hiicrelerinde, bazi
gbruslere gore de kapiller kan damarlarinin endotelinde, safra boyalari
yapilir. Bu sekilde salgilanan veya ortaya c¢cikan maddelerin bir kismi ven6z
yol vasitasiyla genel kan dolasimina goénderilirken, diger bir kismi da safra
olarak salgilanir.

Karacigerin madde dedisimindeki 6nemli fonksiyonlari yanisira, ig
salgisi (heparin) ve dis salgisi (safra) vardir. Karaciger hiicreleri tarafindan
dis salgi maddesi olarak yapilan safra sarimtirak, yesil kahverengi renkteki
bir sivi olup, hafifce asidik bir reaksiyon goésterir. Cok aci lezzeti olan bu
madde fermentler yerine sindirim igin 6nemli maddeleri igerir. Mesela;
pankreasin yaglar lzerine etki yapan fermentleri ancak safranin bulundugu
ortamda, yaglari yag asitlerine ve gliserine parcalayabilir. Safra asitleri yag
asitlerine baglanarak bu maddelerin badgirsak duvarindan emilmesini
saglarlar. Sonra da tekrar ayrilarak karaciger tGzerinden safra halinde geri
dénmek suretiyle, 6zel bir dolasim cemberi olustururlar. Kolesterin, lesitin
ve safra boyalarl sindirim icin 6nemsiz maddeler olup atik olarak atilirlar.
Bu arada safra boyalarindan urobilinojen ve Urobilin seklinde idrarin ve
gaitanin boya maddeleri olusur. Safra yollarindaki herhangi bir iltihap veya
tas nedeniyle safra akimi engellenecek olursa, hastalarin gaitasi kil rengini
alir. Cunkl yadlar, safra olmadigi icin badirsaklarda parcalanamamis ve
safra boyalari da gaitaya tipik rengini verememistir. Safra, safra yollarinda
birikip geri dondigi igin, safra kapillerlerinden ince kan damarlarina
gecebilir ve bu da evvela gbézin beyaz kisminda ve deride sarilik olarak
kendini belli eder.

Safra salgisi yaglarin ve protein yapi taslarinin duodenum’a gecmesi,
safra asitlerinin kanda artmasi ve bagirsak epitelinin salgiladigi secretin
hormonunun salgilanmasi sirasinda artar. Genellikle safranin devamli
salgilandigi, ancak yukardaki hallerde salginin arttigi ve hazir bekleyen
safranin daha c¢abuk badirsaga bosaldigi bilinmektedir. Sindirimin
yavasladidi ve azaldidi istirahat halinde safra, safra kesesinde birikir ve suyu
emilerek hacmi 1/10’'nuna kadar azalmak suretiyle koyulasir. Bu arada safra
kesesi duvarlarinin mukoz salgisi da safranin daha koyu ve yapiskan bir
sekilde, rengi de koyulasmis olarak, duodenuma gecebilir hale gelmesini
saglar.
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Karacigerin ana islevi, besin maddelerini alip depolamak ve diger
organlara besin saglamaktir. Ayni zamanda, portal dolasima karisan
bakteriler, mikroorganizmalar, ilaglar ve onlarin yan Urunleri gibi potansiyel
olarak zararli maddelerin atilmasi karacigerin gorevlerindendir.

Karaciger sadece viicudun 6nemli bir enerji Gretim merkezi ve atik
kanalizasyon tesisi degildir. Aslinda, karaciger muhtemelen ucuz bir geri
dénlsim sistemi icin en iyi 6rnektir. Hem parankimal hem de parankimal
olmayan karaciger hicreleri, klirens gorevine katilir.

Bununla birlikte, karacigerin klirens yapan bir organ olarak islev
gérmesi, bozulmasli ve / veya yok edilmesi gereken maddelerin doku
hasarina yol agma tehlikesini de igerir. Bunun icgin etkili savunma
mekanizmalari gereklidir. Parankim disi hiicreler arasinda Kupffer hucreleri,
sintzoidal endotel hicreleri ve dogal 6ldirict (NK) lenfositler tim vicut
icin hicresel savunma islevleri yerine karaciger icin de kullaniimaktadir.
Dahasi, hepatositleri de iceren karacigerin her hicre tipi, kendi has
savunma donanimina sahiptir(G Ramadori, Moriconi, Malik ve Dudas,
2008).

2.1.3 Karaciger Histolojisi

Dort adet zayifca sinirlanmis lobdan olusan karacigerde loblar arasinda
H harfi seklinde porta hepatis (karaciger hilusu) bulunur (Kierszenbaum,
2006). Organa giren ve c¢ikan buylk damarlar, lenf yollari, sinirler ve safra
kanall bu bdlgeden gecer.

Karaciger, safra kanallari yolu ile salgisini duodenuma bosaltmasi
nedeniyle ekzokrin, sentezledigi maddeleri dogrudan kana vermesinden
dolayl da endokrin bez 6zelligi tasir (Bioulac-Sage, Le Bail ve Balabaud,
2007).

Karacigere kan v. portae hepatis ve a. hepatica araciligi ile gelir. Gelen
kan hacminin %75-80'ini saglayan portal ven, sindirim yolu, dalak ve
pankreastan gelen ven6z kani tasirken a. hepatica propria ise oksijenlenmis
kanin %?20-25'ini tasimaktadir. Bu iki damarla karacigere gelen kan,
karaciger lobul’lerinin sinlzoid’lerinde birbirlerine karisir (Kierszenbaum,
2006).

Badirsaklarda absorbe edilen ve kan yolu ile gelen sindirim Urinleri
karacigerde metabolize edilir, sonra depolanir veya diger organlarda
kullaniimak Gzere kana verilir. Karaciger distan visseral peritonla értilidur.
Peritonun altinda capsula fibrosa adi verilen, elastik fibrillerden zengin bir
kapsil bulunur (Bioulac-Sage vd., 2007). Bu kapsll siki bag doku
yapisindadir. Ortalama kalinhdgr 70- 100 pym kadardir. Kapsilin peritona
bakan ylUzinli ser6z mezotel 6rter. Capsula fibroza karacigere disaridan
destek verir, organin seklini korur ve bunun yaninda karaciger parankimine
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uzantilar géndererek destek stromasina katkida bulunur (Eroschenko,
2008, ; Esrefoglu, 2009).

Porta hepatis bolgesinde kapstilden ayrilan ince bag dokusu septumlari
organ icine dogru girerek, karacigeri lob ve lobillere ayirir. Karaciger lobili
karacigerin yapisal bir birimidir ve ortalama 0.7x2 mm boyutlarinda
poligonal bir doku kitlesidir. Bazi hayvanlarda (domuz gibi) bu lobuller bir
bag dokusu bdlmesi ile birbirinden ayrilirlar ama insanda bu s6z konusu
degildir (Junqueira LC ve J., 2006).

Lobdllerin birlestigi boélimlerde bag dokusu artarak licgen bir yapi
olusturur, portal aralik olarak adlandirilan bu bdlgede vena porta’nin bir dali,
a. hepatica ve ductus biliaris’in bir dah bulunur. V. porta’nin bir dal, a.
hepatica ve ductus biliaris'ten olusan Ucli yapiya ‘portal triad” adi verilir
(Roos ve Pawlina, 2011). Karaciger lobulini saran capsula fibroza devami
daha saglam bir bag dokusu, glisson kapsuld ismini alir.

Venll, genelde capi en buyudk olandir. Vendl duvari ince ve limen
dlzensizdir. V. mesentrica superior, v. mesentrica inferior ve v. lienalis’den
gelen kani tasir. Arter, venile gbére daha dizglin limenli ve daha kalin
duvarlidir. Capi venile gére daha kiglUktur. Safra kanali ise hepatositlerden
gelen safrayi hepatik kanal icine bosaltir (Roos ve Pawlina, 2011).

Portal alanlarda bu Ggld yapinin yani sira lenf damarlari ve sinir fibrilleri
de bulunur. Portal kanal lobtlin disinda yer alan hepatositler gevreler. Bag
dokusu stromasi ile hepatositler arasindaki alan Mall bdlgesi olarak
tanimlanmaktadir. Portal alanda yer alan sempatik (postganlionik) sinir
fibrilleri ganglion coeliacum’da parasempatik (preganglionik) sinir fibrilleri
ise n. vagus'tan gelir. Her iki sistem de portal alandaki arter duvarindaki
dliz kaslarin innervasyonunu saglar (Roos ve Pawlina, 2011).

Karacigerin yapisal organizasyonunu ve fonksiyonlarini aciklamak igin
Ug farkh karaciger lobill kavrami tanimlanmistir (Sekil 2.4). Bunlar; yapisal
parametrelere dayali olan karaciger lobllintn klasik kavrami, birbirine
komsu lobullerden ayni safra kanalina safra bosalimi yaklasimina dayall
portal lobll kavrami ve birbirine komsu lobulllerin vendz sintzoidleri
boyunca oksijenin dagilim derecelendiriimesine dayali karaciger asinusu
(hepatik asinus, portal asinus) kavramidir (Kierszenbaum, 2006). Karaciger
asinis’lG kavrami karacigerin yenilenme kosullarini, metabolik aktiviteyi ve
siroz gelisimini tanimlamak agisindan daha uygundur. Karaciger asinis’l
interlobuler damarlar ekseninde iki santral ven ve iki portal triad arasinda,
yer alan eskenar doértgen bdlgedir. Burada kan asinus’'un merkezinden v.
centralis’e dogru akar (Roos ve Pawlina, 2011).

Klasik karaciger lobull poligonal sekilde olup merkezde vena centralis
ve koselerde portal alan bulunur. Sintzoid’lerden gelen kan lobUlin
merkezinde bulunan v. centralis’e drene olur. Hepatositler isinsal olarak
dizilmis ve bir duvarin tuglalarn gibi dizenlenmislerdir. Bu hiicre plaklari
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lobllin periferinden merkezine dogru yonelmislerdir. Labirent seklinde ve
singer benzeri bir yapi olusturacak bicimde serbestce anastomozlasirlar. Bu
plaklar arasinda sinlizoid kapillerler uzanir. Klasik karaciger lobilinde kan
akisi periferden merkeze dogrudur. Safra ise kan akisinin tam tersi yonde
akar. Safra, safra kanaliklllerinden intralobller safra kanallarina daha sonra
Herring kanalina gecerek portal alandaki safra kanallarina bosalir
(Kierszenbaum, 2006).

Safranin salgilanisi dikkate alinarak yapilan bir diger lobilasyon tipi
olan portal lobulde, merkezde portal kanal, G¢gen bicimindeki lobullin
kdselerinde birer v. centralis bulunmaktadir (Bioulac-Sage vd., 2007). Portal
lobllde kan akisi merkezden perifere, safra akisi ise periferden merkeze
dogrudur (Kierszenbaum, 2006).

L ]
.’ Sentral ven Santral ven Santral ven
i —
i
'\ Portal alanlar Portal alanlar

Portal alanlar

Klasik karaciger lobiilii Portal lobiil Portal asiniis

Sekil 2.4 Karaciger lobiul modelleri (Roos & Pawlina, 2011)

Karaciger asinlslinda sinirlar hepatik arterin  son dali ile
belirlenebilmektedir. Arterden gelen kanin vené6z sintzoidler boyunca akisi
oksijenlenmede ve beslenmede zon I, zon II ve zon III olarak adlandirilan
bir derecelendirme olusturur (Kierszenbaum, 2006) (Sekil 2.5).

Zon I (periferik zon); gerek besin, gerekse oksijenden en zengin
bélgedir. Zon I’ deki hucreler damarlara en yakin hicrelerdir. Bu bélgede
kan lobllin merkezinden perifere dogru ilerlediginden oksijen ve besinden
zengin kanla karsilasan zon 1 hucreleri surekli aktivite gdsterirler. Bu bdlge
kanla karsilasan ilk bolge oldugu icin kanda bulunacak olasi bir toksik
maddeden etkilenecek ilk bélge de yine zon I’ dir.

Zon II, ise gerek besin maddeleri gerekse oksijen miktari bakimindan
ara bir zon durumdadir.

Zon III santral vene en yakin olan bdélimdur ve bu bélge oksijenden en
fakir bolimddar. Dolayisiyla hipoksi durumunda ilk etkilenecek bélge zon’ I11
tlr. Karacigerde olusan fizyolojik ve patolojik yaglanmanin ilk goruldagu
bélge de zon III tir (Kierszenbaum, 2006).
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Sekil 2.5 Karaciger asints’l ve zonlari (Roos & Pawlina, 2011)

Bu sekilde zonlara ayrilarak yapilan tanimlama ile hepatositlerin gesitli
toksik maddelere karsi farkl derecelerde goérdlkleri hasarin nedeni
aciklanmaya calisilmistir  (Eroschenko, 2008,; Esrefoglu, 2009).
Karacigerdeki patolojik dedisiklikler genelde klasik lobul ile iliskili olarak
tanimlansa da karacigerin fonksiyonlarini aciklamada birbirlerinin
tamamlayici unsurlarn oldugu belirtilmektedir (Kierszenbaum, 2006).

V. centralis’den baslayarak perifere dogru anastomozlasarak ilerleyen
hepatosit kordonlari arasinda sintizoid kapillerleri yer alir (Esrefoglu, 2009;
Roos ve Pawlina, 2011). Karacigerin 6énemli yapilarindan olan sinlzoidler,
genis lumenli 9- 12 mikron capa sahip ve duzensiz sekilli 6zel tipte
kapillerlerdir (Junqueira LC ve J., 2006).

Sinlzoidler v. portae hepatis ve a. hepatica propria’dan gelen kani alir
ve v. centralis’e dogru gonderirler. Zon I'de sinlzoidler kivrimli, dar ve
anastomotik olup zon IIl'e gére daha paralel ve genisleme egilimindedir
(Bioulac-Sage vd., 2007). Kan akisi tek yénll olarak sintzoid’lerde zon I'den
zon III'e dogru olur. (Bioulac-Sage vd., 2007; Roos ve Pawlina, 2011)

Sinlizoidlerde endotelyal hicreler, Kupffer hlicreleri ve perisintizoidal
yag depolayici hicreler (ito hicreleri) bulunur. Sintizoidal hiicreler lobiler
parankimanin % 6’'sini (% 2,5 endotelyal, % 2 Kupffer ve % 1,4 ito
hicreleri) ve karaciger plazma membraninin % 26,5’ini olustururlar
(Bioulac-Sage vd., 2007; Oda, Yokomori ve Han, 2003).

Endotelyal hucreler sintzoid duvarinda yerlesen ince sitoplazmali,
heterokromatik c¢ekirdekli hicrelerdir. Sitoplazmalarinda az miktarda
pinositotik veziklllerin bulunmasi, pinositoz aktivitesine sahip olduklarinin
bir gostergesidir. Gerek endotelyal hlcrelerin aralikhl yerlesimleri, gerekse
endotelyal hicrelerin bazal laminasinin kesintili olmasi, kandan Disse
araligina madde gecisini kolaylastirmaktadir (Junqueira LC ve J., 2006).

Sinlizoid duvarinda endotel hlcrelerine ek olarak mononukleer
fagositer sistem hicresi olan Kupffer hicreleri olarak adlandirilan
makrofajlar da bulunmaktadir (Junqueira LC ve J., 2006).
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Sinlizoid duvarinda yer alan diger bir hiicre tipi de yag depolayici (Ito)
hicrelerdir. Bu hicreler Disse araliginda yer alirlar ve lipid ile A vitamini
icerirler. Bu hicrelerde, endotelyal hicreleri cevreleyen ince ve uzun
sitoplazmik bir yapidadir (Braet ve Wisse, 2002).

2.1.3.1 Karaciger hiicreleri
1. Hepatosit:

Hepatositler ile sinlizoid endoteli arasinda kalan bdlge Disse araligi,
perisinizoidal aralik veya subendotelyal aralik olarak tanimlanir. Retikller
fibriller ve az miktarda da kollagen fibril icerir. Hepatositlerin bu aralida
bakan yulzlerinde bol miktarda mikrovillus bulunur. Ara madde icermeyen
bu bdlge kanin sekilli elemanlarini bulundurmaz. Ancak kan plazmasinin
varligi, kan ile hepatositler arasinda metabolitlerin aktif degisiminin
gerceklestigi ve karaciger hilicre yilzeyinde bulunan mikrovillus’larin bu
degisimi arttirici rol oynadiklari belirtiimektedir (Oda vd., 2003).

Hepatosit'ler lobll icerisinde vyerlesen fonksiyonel parankim
hicreleridir. Karaciger hicre toplulugunun %80 kadarini olusturan bu
hicrelerin yasam siresinin 200-400 giin oldugu belirtilmektedir. 20-30 ym
capindaki bu hicreler poligonal bicimli olup, dallanma, anastomozlasma
gbsteren plakalar seklinde dlizenlenmislerdir. Hepatosit'ler, kan damarlari
ile safra kanalikdl’l arasinda madde transferinde énemli rol oynayan
sinlzoidal, kanalikiler ve intersellliler olmak Uzere U¢ ylzeye sahiptir.
Hepatosit ylzeyinin %70’ini olusturan sinuzoidal yulzey, hepatosit’lerin
Disse araligina bakan bol mikrovillus igeren ylzeyi olup, sinltizoidler ve
hepatositler arasinda materyal transferinin yapildigi alanlardir. Birbirine
komsu iki hepatosit arasinda bulunan kanalikUler ytuzey, hepatosit ylzeyinin
yaklasik %15’i kadardir ve hepatositlerden kanalikil icine safranin verildigi
yuzeydir.

Safra kanalikil’'d komsu iki karaciger hlcresinin dizgin seyreden
membranlari arasindaki 0.5- 2.5 pym capindaki tudbuller bir araliktir. Bu
bélgeyi sinirlayan hepatosit membranlari IGmen icerisine uzanan
mikrovillus’lari olusturur. Hepatosit'lerin interselltler ylzeyleri sintizoidler
veya kanaliklllerle temasta olmayan, komsu hepatositler arasindaki
ylizeydir ve hepatosit ylzeyinin diger %15'lik bolimidir. Hepatositler
blyukligla hicreden hiicreye degisen, merkezi yerlesimli, blyik yuvarlak
ve dizgin yuzeyli nikleuslara sahiptir. Codunlukla tek nikleus iceren
karaciger hucrelerinin %25 kadari cift nikleuslu olabilir. Nikleus birkag
daginik kromatin grubu ile birlikte bir ya da daha c¢ok vezikiler nikleolus
icerir.

Portal alanlardan farkh uzakhklarda bulunan hepatosit’ler yapisal,

biyokimyasal ve histokimyasal farklhlik gosterirler. Yani hepatosit
sitoplazmasi, islevsel durumuna bagl olarak farkli oranda organel ve
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inklizyon icerir. Bazofilik karakterde olan sitoplazmasinda hem grantler
hem de agranuler endoplazmik retikulum (GER, SER) bulunur. Dallanma
goOsteren tibduler bir ag yapisinda olan SER glikojen yapiminda fonksiyon
gbérmektedir. Birbirine paralel sisternalar seklinde izlenen GER, protein
sentezinden sorumlu organeldir.

Golgi kompleksi hepatositlerde tipik olarak safra kanalikul'lerine yakin
ve cekirdek etrafinda yerlesmistir. Salgilanan proteinlerin glikolizasyonuna
ve lizozomal enzimlerin gesitlenmelerine katki saglar. Lizozom’un olusumu,
plazma proteinlerinin  sentezi, glikoprotein ve dlstk dansiteli
lipoproteinlerin salgilanmasi fonksiyonlarini gérirler. Hepatosit'lerde glikoz,
glikojen olarak depo edilir. Elektron mikroskobik incelemelerde glikojen, diz
endoplazmik retikulum kimeleri igcinde toplanmis granuller halinde goérular
(Junqueira LC ve J., 2006; Kierszenbaum, 2006).

Bu hlcreler protein sentezi, protein depolama ve karbonhidratlarin
transformasyonu, kolesterol, safra tuzlari ve fosfolipidlerin sentezi ve
eksojen ve endojen maddelerin detoksifikasyonu, modifikasyonu ve atilimi
ile ilgilidir. Hepatosit ayni zamanda safra olusumunu ve salgilanmasini
baslatir. Hepatositler sayisiz mitokondriayr yansitan bir eozinofilik
sitoplazmaya ve biyuk miktarda granulli endoplazmik retikulum ve serbest
ribozomlara baglh bazofilik damarlara sahiptir. Hepatositin ortalama émri 5
aydir, yeniden Uretilebilirler. Hepatositler vaskuler kanallar (sinlzoidler) ile
ayriimis plakalar halinde dizenlenir.

2. Sinuizoidal epitelyal hiicreleri:

Bu hicreler sinlizoid duvarinda bulunurlar ve aralarinda boyutu 100-
150 nm fenestralar vardir. Sintizoid duvarinda epitel hlicreleri altinda bazal
membran bulunmaz ve bu hlicreler ve hepatositler arasinda Disse araligi
vardir. Bu bosluk vasitasiyla lenf, portal lenf sistemine drene olur.

3. Stellat hiicresi (Ito hiicresi):

Hepatositler ve endotel hiicreleri arasindaki Disse boslugunda
bulunurlar. Hepatik vyildiz hicreleri (HSC) (veya karaciger (myo)
fibroblastlar) sitokin ve kemokin Uretim yetenegine sahip oldugu igin
inflamatuar kosullarda modulatérlidir. Aktive olmamis Stellate (Ito)
hicreleri (HSC) vitamin A'yr depolar ancak aktif hale getirildiginde
ekstraselller matriks ve kollajen Uretirler. Bunun 06rnedini karaciger
fibrozunda gérebiliriz (Giuliano Ramadori ve Saile, 2004; Saile ve Ramadori,
2007).

4. Kupffer hiicresi

Kupffer hcreleri karaciger sinldzoidinde dagilirlar. Bu hicreler,
retikiloendotel sisteminin blyldk bdélimini olusturan karacigerin
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uzmanlasmis makrofajlaridir (mononukleer fagosit sistemi)(Zhang vd.,
2016).

Stoplazmatik uzantilara sahip olan yildiz bigimini andiran hicrelerdir.
Limene ve sinlizoid duvarini sinirlayan endotel’e dogru uzanan stoplazmik
cikintilari vardir. Belli araliklarla endotelyal hicreleri arasinda bulunurlar.
Kan monositlerinden kdken alirlar ve fagositoz yetenekleri vardir (Esrefoglu,
2009).

Zon I'de zon IIl'den daha fazla bulunan (Bioulac-Sage vd., 2007)
Kupffer hicreleri, oval sekilli biylk bir cekirdege sahiptirler. Bu hiicrelerde
granulld endoplazmik retikulum ve golgi aygiti iyi gelismistir. Bu da aktif
sekilde protein sentezi yaptiklarini gdsterir. Sitoplazmalarinda bol lizozom
bulunur (Kierszenbaum, 2006; Roos ve Pawlina, 2011).

Kupffer hicrelerinin baslica gérevleri; yaslanmis eritrositleri ortadan
kaldirmak, kalin badirsaktan portal kan yoluyla gelen bakterileri fagosite
etmek ve immunolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilamaktir. Kupffer
hicreleri karaciger htcrelerinin %15‘ini olusturur (Junqueira LC ve 1J.,
2006). Kupffer huicreleri KP1 (antiCD68) gibi monoklonal antikor ile
tanimlanabilmektedir (Bioulac-Sage vd., 2007).

5. Pit hiicresi

Kupffer hicrelerine ek olarak, karaciger, Pit hcreleri olarak
adlandirilan bir lenfosit alt grubuna ev sahipligi yapar (Wisse vd., 1997). Pit
hicreleri sayisi, parankimal olmayan hlcrenin yaklasik %1'idir (Bioulac-
Sage, Kuiper, Van Berkel ve Balabaud, 1996). Pit hiicreleri, diger organlarin
dogal oldartici NK hicrelerine karsilik gelir. Birlikte blylk grandler
lenfositlerin (LGL) ailesini olustururlar. Muhtemelen kemik iligi kaynakli
olup, kan yoluyla karacigere gelen hicreler, yogunluklarini dislrerek ve
granul sayisini arttirarak pit hicrelerine déndsurler. Pit hicrelerinin yaklasik
iki haftalik omdrleri vardir ve hayatta kalmalarn Kupffer hucrelerinin
varligina baglidir (Vanderkerken vd., 1995).

2.1.4 Karaciger Fonksiyon Testleri

Laboratuvar testleri karaciger hastaligi diagnositik ve etiyolojik ayrim

yapilmasinda énemlidir.
Su anki karaciger testi kabaca Uc ayrilabilir:
1) karaciger fonksiyonu gostergeleri
2) karaciger hasarinin gostergeleri
3) viral hepatit serolojileri

Karaciger fonksiyon testlerinden, koagilasyon testleri (6rn. Protrombin
zamani, INR), serum biliribin ve serum proteini (total veya albumin),
Karaciger hasari testleri arasinda serum alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat amitransferaz (AST), alkalin fosfataz (ALP), karaciger fonksiyon
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testleri, y-glutamil transferaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve bazen
de glutilat dehidrogenaz (GLDH) 'dir. Alfa-fetoprotein (AFP), hepatosit
cogalmasinin biyolojik belirtegleri (6rn. Karaciger gelisimi, hepatoseliler
karsinom, karaciger rejenerasyonu) olarak doérdinci bir kategoride tek
basina durmaktadir. Karaciger hasari belirtegleri arasinda ALT ve AST
muhtemelen hem klinik tanida hem de can kaybi ile ilgili arastirmalarda en
sik kullanilanlardir (McGill, 2016; Senior, 2012). Karaciger Testlerini
Ozetleyen bir tablo asagida verilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Karaciger fonksiyonlarini gésteren test ve biyokimyasal markerlar

Karacigerin
Hepatosellller nekrozu| Duktular hasari ve Karacigerin organik anyon
gbsteren testler kolestazi gbsteren biyosentetik transportu ve ilag
testler kapasitesini gdsteren metabolizma
testler yetenedini
gbsteren testler
Aminotransferazlar Alkalen fosfataz Albumin Bilirubin
Laktat dehidrogenaz Gama glutamil Seruloplazmin Bromsulfalein
transpeptidaz
Isositrat dehidrogenaz | Lésin aminopeptidaz Ferritin Indocyanine gren
Glutamat dehidrogenaz 5’ Nukleotidaz a-1- antitripsin Serum safra
asitleri
Sorbital dehidrogenaz Safra asitleri Lipoproteinler Serum caffeine
Bilirubinler Pihtilasma faktorleri | Serum lidocain
(Protrombin zamani>,| metabolitleri ve
faktdr VII nefes testleri

2.1.5 Aminotransferazilar (AST, ALT)

Aminotransferaz enzim grubu icinde hepatoselliler hasari gdsteren,
alanin aminotransferaz (ALT), ve aspartat aminotransferaz (AST)’dir.
Serumda her iki aminotransferaz da normalde dusik konsantrasyonlarda
bulunur (30-40 IU/I). Bunun tam kaynadi bilinmese de, normal hicre
“turnover”ina ve rejenerasyona badgl oldugu disinidlmektedir. Hem ALT
hem de AST bir amino grubunun bir amino asitten a-ketoglutarata
transferini katalize eder. Amino asitler L-alanin ve L-aspartat olup tepkime
drdnleri sirasiyla L-glutamat ve piruvat veya okzaloasittir (Sekil 2.6) (McGill,
2016).

Hepatosit yikiminin artmasi ile artan permeabilite sonucu bu enzimler
hicre zar disina gikar ve serum dulzeyleri yukselir.
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Sekil 2.6 AST ve ALT fonksiyonu (McGill, 2016).

A: Hem alanin hem de aspartat aminotransferazlar (sirasiyla ALT ve AST), alfa-
ketoglutaratin (a-KG) ve bir amino asitin, glutamata ve baska bir Urine
dénidsimini katalize eder. ALT durumunda amino asit ve Urin alanin ve piruvattir.
AST durumunda amino asit ve Urin aspartat ve okzaloasetattir (OAA).

B: Glikoz-alanin déngusu.

C: Mitokondrinin i¢ membranin’dan(IMM) malat-aspartat gegisi

Aminotransferazlar organizmada plazma gibi dagihm go6stererek
interstisyel sivilara gecer. Her ikisi de karaciger sinlzoidal hlicreleri ve diger
retikiloendotelyal hlicrelerce katabolize edilir. Bu nedenle biliyer ve Uriner
yol ile AST ve ALT'nin atiimi s6z konusu degildir. ALT ve AST'nin
organizmada icinde bulundugu doku ve hiicre kompartmanlar arasinda bazi
farklar vardir.

Hicrede ALT sitozolik bir enzim iken, AST hem sitozolde hem de
mitokondride bulunmaktadir. ALT rolatif olarak karacigere spesifik iken, AST
hepatositten baska iskelet ve kalp kasi, bdbrek, beyin, pankreas ve
eritrositlerde de bulunmaktadir. Bu nedenle ALT yliksekligi hepatoselliler
yikimi, AST'ye gbre daha spesifik yansitmaktadir.
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AST yuksekliklerinde artisin karaciger kokenli olup olmadigina karar
vermek icin birlikte ALT dlzeylerine bakilmalidir. ALT dlzeyindeki artis,
artmis AST'nin karaciger kokenli oldugunu destekler. Tek basina orantisiz
AST vyuksekligi ekstrahepatik bir tabloyu dusindirmelidir. Miyokard
enfarktlsl, emboli, bazi kas hastaliklari, asiri fiziksel aktivite ve hemolitik
anemi gibi bazi durumlarda izole AST yiksekligi gorilebilir(McGill, 2016).

Aminotransferaz duzeyleri ile hepatoselliler hasar arasinda
beklenenden daha zayif bir paralellik vardir. Fakat seri élgiimler, ayirici tani,
tedaviye yanit ve prognoz hakkinda ipuglar verir. Birgok karaciger
hastaliginda aminotransferaz dizeyleri 300 IU/L ‘nin altindadir. Akut
hepatitlerin baslangig ve iyilesme dénemleri, hepatosteatoz, alkolik hepatit
ve biliyer obstriksiyonlarda aminotransferaz dlzeyleri yaklasik olarak 10
katin (<300 IU/L) altindadir (Babadi, 2012).

ALT ve AST duzeylerinin 50-100 kat gibi asiri derecede artmasi ilaglar,
karbon tetraklorlr ve phalloidin gibi hepatotoksik maddelere maruz kalma,
akut viral hepatit, iskemik hepatit ya da sok karacigeri tablolarinda ortaya
citkmaktadir. Bu gruptaki olgularin ilag kullanimi ve kimyasal maddelere
maruz kalma agisindan israrli sorgulanmasi gerekmektedir (McGill, 2016).

Iskemik hepatik hasar, miyokard infarktiisi, aritmiler, adir kalp
yetersizligi, sepsis, genis yaniklar, 1si carpmasi gibi ciddi tablolada AST ve
ALT artisi gozlenir. Aminotransferazlar cok hizli ve ani olarak asiri derecede
yukselir, genellikle bir hafta icinde normale ddéner. Birlikte LDH’nin
ylkselmesi ayirici tanida onemlidir. Aminotransferaz ylksekligi ilag ve
kimyasal maddeye bagli karaciger hasarlarinda iskemik hepatit ve akut viral
hepatitlere gére daha uzun sire yuksek olarak devam eder.

AST/ALT orani ayiricl tanida yararh ipuglari verebilir. Bircok karaciger
hastaliginda AST, ALT artisi paralel olup, AST/ALT orani 1’e esit ya da daha
azdir.

Alkolik KC hastaligi, Wilson sirozu, konjesyon ve metastatik timoérlerde
AST ylksekligi ALT'ye gore daha fazladir. Genellikle AST/ALT oraninin 2'den
fazla olmasi alkoliin neden oldugu karaciger hasarini disindtrmelidir.

2.2 Nanopartikiil

Nanopartikil bir cekirdek (core) ve bu merkezi kaplayan bir katmandan
olusur. Cekirdek kismi metaller, organik polimerler ve karbon gibi farkli
malzemelerden olusabilir ve bu cekirdedi stabile etmek icin inorganik veya
organik bir katman ile kaphdir.

Boyutlari 1-100 nm arasinda degisen bilesikler nanotoz olarak
adlandiriimaktadir. Nanotoz olarak Uretilen maddeler; metaller, metal
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oksitler, sulfitler, nitritler, boritler, ve karpitler iken metal olmayan
materyaller ise silika, silikon karpitler, karbon ve kalay olarak siralanabilir
(Garcia vd., 2016).

2.2.1 Nanopartikiil Toksikolojisi

Nanotoksikoloji, nanopartiklllerin potansiyel toksik etkileri, risk
degerlendirmesi ve givenilirlik boyutlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
deneysel calismalari ifade eder. Nanoteknoloji endustrisi, maddelerin nano
Olcekte alisiimamis bir takim 6zellikler kazanmasinin kesfedilmesiyle hizl bir
gelisme kaydetmistir ve nanopartiklllerin bu 6zellikleri ayni zamanda
potansiyel toksisiteleri ve ekotoksikolojileri hakkinda bir takim endiselere
sebep olmustur. Degisen kuantum davranislari ve reaktivitelerinin artmasi,
imal edilmis nanopartikllleri endlstride pek cok uygulamada kullanilabilir
hale getirmistir, ancak bu maddeler ¢cevre ve canli organizmalar lzerinde
beklenmedik bazi olumsuz etkiler meydana getirebilmektedir (Handy, Owen
ve Valsami-Jones, 2008) .

Hicre zari ve hicrelerarasi baglantilar kimyasal maddelere, bir bariyer
olusturarak girisini engellemektedir. Ama nanopartiklller klglk boyutlar
sayesinde hicbir bariyere takilmadan kolaylikla transfer olabilirler(Lanone
ve Boczkowski, 2006).

Nano malzemelerin olumsuz saglik etkileri ile ilgili birkac mekanizma
Onerilmistir. Bunlar arasinda, oksidatif stres en dnemlilerinden biri olarak
kabul edilir. In vitro calismalardan elde edilen sonuclara goére; reaktif
oksijen tirleri Gretir ve bu maddeler mitokondriyal fonksiyonu degistirebilir
ve DNA’da oksidatif hasar olusturur (Horie vd., 2011; Sizova, Miroshnikov,
Polyakova, Gluschenko ve Skalny, 2011; Xia vd., 2006).

Nanoteknoloji gelismekte olan bir alandir. Bu nedenle, islenmis
nanomalzemelerin (genel ve biyomedikal kullanimini destekleyen ve bunun
ticari potansiyelini olusturan) essiz 6zelliklerinin ayni zamanda mesleki
saglik riskleri olusturup olusturmadigi konusunda pek cok belirsizlik vardir.
Bu belirsizlikler, maruz kalmanin yollari, materyallerin vicuda girdikten
sonra evrimlesmesi ve materyallerin vicudun biyolojik sistemleri ile
etkilesimi gibi faktorler saglik risklerini éngérmek igin gerekli faktorler
hakkindaki bilgi bosluklarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bir maddeye
maruz kaldiktan sonraki potansiyel saglik riski, maruziyetin bayukligine ve
slresine, maddenin vicuttaki Israrina, maddenin dodasinda bulunan
toksisitesine ve kisinin duyarhligina veya saglik durumuna baghdir.

Hayvanlar lzerinde veya insanlarda ultra ince veya diger solunabilir
parcaciklara maruz kalma ve tepki lzerine mevcut calismalarin sonuclari,
nano Olcekte benzer materyallere maruz kalmalardan kaynaklanabilecek
olumsuz saglik etkilerinin 6n tahminleri igin bir temel olusturabilir. Boyut ve
yuzey alani da dahil olmak Uzere parcgacik 6zelliklerinin etkisinin tam olarak
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anlasilamadigr kabul edilmelidir. Belli bir materyal hakkinda mevcut
toksisite bilgileri, ayni materyalin nano o6lcede maruz kalmasindan
kaynaklanabilecek olumsuz saglik etkilerini 6ngérmede bir temel olusturur.
Bununla birlikte, muihendislige tabi tutulmus nanomalzemelere maruz
kalma ile iligkili saghk riskleri ile ilgili daha fazla veri gereklidir (Lanone ve
Boczkowski, 2006).

Malzemenin metalik niteligi veya Uretim sirecinin geri kalan kismi
olarak gecis metallerinin varligi da biyolojik etkilerin bir belirleyicisi olabilir,
cunkl gecgis metalleri oksijen serbest radikallerin olusumunda rol oynar
(Lanone ve Boczkowski, 2006).

Son yillardaki in vitro calismalara goére, bakir oksit nanopartikulltindn
(CuO-NP) diger metal nanopartikiller ile karsilastirildiginda, son derece
zehirli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, in vivo calismalar sonucu, elde
edilen veri miktari halen yetersizdir (Hanna L Karlsson, Cronholm,
Gustafsson ve Moller, 2008; M. F. Song, Y. S. Li, H. Kasai ve K. Kawai,
2012).

2.2.2 Metal oksid nanopartikiiller

Bu malzemeler, teorik olarak, neredeyse her kimyasal maddeden,
ornegin vyari iletken nanokristaller, organik dendrimerler ve karbon
fullerenlerden uretilebilir. Genel olarak, tasarlanmis nanomalzemeler, ticari,
tibbi ve cevresel sektdrlerdeki uygulamalar icin son derece istenen essiz
elektrik, termal, mekanik ve géruntiuleme 6zelliklerine sahiptir.

Nanomalzemelerin yenilikci 6zellikleri, ilk ticari ve gelismekte olan
biyomedikal uygulamalarini zaten bulmustur. Ornedin, nanomalzemeler
simdi bazI glines kremi, dis macunu, sihhi tesisat kaplamalari ve hatta gida
drtinlerinde mevcuttur. Su anda arastirmacilar, hicre etiketleme, ilac
hedefleme, gen iletim, biyosensérler ve hipertermi terapisi gibi alanlarda
nanomalzemelerin biyomedikal kullanimlarini arastirmaktadir (Jeng ve
Swanson, 2006).

2.2.3 Bakirin Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

Bakir hayvan ve bitki hlcrelerinin metabolizmasi icin vazgegilmez bir
elementtir. Cogu organizmada bulunan bir esas elementtir ve onu iceren
30'dan fazla protein tlra vardir. Bakir, altinla birlikte, 9000 yiIl dnce insan
tarafindan ilk kullanilan metaldir. GUnimuzde dinya genelinde bakir
tiketimi yilda yaklasik 18 milyon tondur (Sanchez-Sanhueza, Fuentes-
Rodriguez ve Bello-Toledo, 2016).

Bakir, son yillarda hastaneler ve tip merkezleri icin bir yapi malzemesi
olarak  kullanilmaktadir ve  antimikrobiyal &zellikleri  sayesinde
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enfeksiyonlarla micadelede yararl oldugu kanitlanmistir (Prado, Vidal ve
Duran, 2012).

Patojenler, insan ve hayvan saglgi igin strekli tehdit olusturmaktadir.
Antimikrobiyal 6zelliklere sahip nanoparcgaciklar gibi bilesiklerin sentezi veya
ekstraksiyonu 6nemlidir. Mevcut antimikrobiyallere direngli patojenlerin
artan sayillarina karsi muicadelede bu nanoparcaciklarin Gmit vaat eden
uygulamalan bulunmaktadir (Kruk, Szczepanowicz, Stefanska, Socha ve
Warszynski, 2015; Usman vd., 2013).

Sicanlar Gzerinde yapilan bir calismaya goére : Bakir nanopartikulleri
karaciger dokusu lzerinde nekroza ve morfolojik bazi bozukluklara neden
olmustur (Sizova vd., 2011).

Hepatolentikller dejenerasyon (HLD) olarak da bilinen Wilson hastaligi
(WD), bir otozomal genetik bozukluktur. Bu hastalikta bakir
metabolizmasindaki bir sorun olusarak vicut dokularinda birikmesine neden
olan nadir bir hastaliktir (Xu vd., 2015).

2.2.4 Bakir Oksit Nanopartikiillerinin Ozellikleri ve Kullanim
Alanlari

CuO gibi gecis metaloksit nanomalzemeler, kuantum boyut etkisi ve
yuksek spesifik ylzey alanlarindan o6tura 6zel fiziko-kimyasal 6zelliklere
sahiptirler.

CuO-NP ve diger cogu nanomalzemelerin toksik etki mekanizmalari
heniz tam olarak anlasiimis degildir (Chen vd., 2006).

CuO-NP (15-20 nm), hcre ici reaktif oksijen tlrlerini (ROS) ve nitrik
oksid (NO) Uretir ve mitokondri bagimli yolak araciligiyla apoptotik hiicre
Olimunt uyarnir. Sinyal iletimi calismalari, nanobakira maruz birakilinan
sicanlarda kaspaz 9 ve kaspaz 3'un aktive oldugunu gostemistir
(Manoranjan Ghosh, Sankhadeep Pal ve Parames C. Sil, 2014).

Yapilan in vitro calismalar, CuO-NP'lerin, akciger epitelyal hucreleri,
deri, periferik kan ve hucre kulltlirinde kullanilan kanser hiicre hatlarinda
genotoksisite ve sitotoksik etkisi oldugunu gdstermektedir (Alarifi, Ali,
Verma, Alakhtani ve Ali, 2013; Carmona, Inostroza-Blancheteau, Obando,
Rubio ve Marcos, 2015; Semisch, Ohle, Witt ve Hartwig, 2014).

In vivo calismalarda, artmis neoplastik lezyonlar, noktasal mutasyonlar
gibi CuO-NP'lerin potansiyel genotoksik riskleri bildirilmistir. DNA
mutasyonlari ve DNA kiriklari da bu maddenin yan etkilerinden sayilabilir
(M. F. Song vd., 2012; Yokohira vd., 2009).
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Son ddénemde vyapilan calismalara gbére, CuO-NP'ler sonunda su
dénguslne girer ve su ile temas bazli toksisite konusunda endiselerin
artmasina neden olurlar (Y. Sun vd., 2016).

Son yillarda nanotoksikoloji konusuna yapilan galismalara bakildiginda,
nanomateryallerin nekroz ve appoptoz mekanizmalarinin tam olarak
aciklanamadigi goérilmektedir (Elsaesser,2012).

2.3 Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve Interlokin-6

Timor nekroz faktdéri alfa (TNF-a) ve Interlékin-6 (IL-6), erken
inflamatuar olaylarda rol oynayan 6énemli pro-inflamatuar sitokinlerdir. Bu
iki madde gesitli inflamasyonda rol oynayan molekdlleri tetikleyerek, aktive
olmalarini saglarlar.

TNF-o, tUimor regresyonu, septik sok ve kaseksi icinde rol oynayan
monosit tdrevi bir sitokindir. Tumo&r hulcrelerine zarar verir, ancak normal
hicreler tGzerinde herhangi bir etkisi yoktur. Bu madde dogrudan etki veya
interlékin-1 sekresyonunun uyarilmasi yoluyla atese neden olan gucli bir
pirojendir ve belirli kosullar altinda hilcre proliferasyonunu uyarabilir ve
farkhlasmasini inhibe edebilir.

IL-6 interldkin tipi sitokin, farklilasma, hayatta kalma, apoptoz ve
proliferasyona katilan hedef genleri aktive eder. Bu sitokin ailesinin Uyeleri
hem anti-inflamatuar 6zelliklere sahip hem de hematopoezisn yani sira
organizmanin akut faz ve badgisiklik yanitlarinda da 6nemli rol oynar
(Heinrich vd., 2003).

2.4 Antioksidanlar ve oksidatif stres hasari

Antioksidanlar, kolay okside olabilen meddelerdir ve diger
substratlara (karbonhidratlar, lipidler, proteinler veya nukleik asitler)
kiyasla dlisik konsantrasyonlarda bulunan, belirtilen substratlarin
oksidasyonunu dnemli 6lclide geciktiren veya inhibe eden herhangi bir
madde olarak tanimlanirlar (Mut-Salud vd., 2015). Daha sonra, "bir hedef
molekllin oksidatif hasarini édnleyen, geciktiren veya ortadan kaldiran
herhangi bir madde" veya "dogrudan veya dolayl olarak reaktif oksijen
tirinu ortadan kaldiracak herhangi bir madde, antioksidan dlzenleyici
olarak gdérev yapan Antioksidan savunma ya da bu tdrlerin Gretimini
engellemeye yarayan maddelerdir (Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008).

Reaktif oksijen tdrleri (ROS), mitokondrilerdeki oksidazlarin veya
diger htlcresel bolmelerin etkisiyle, bazi metabolik slrecler tarafindan
uretilen bir molekll grubudur. ROS'un yuksek reaktivitesi vardir ¢inku
eslesmemis elektron reaksiyonlari yoluyla oksitlenebilir (Mut-Salud vd.,
2015).
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Reaktif Oksijen Turleri (ROS) oksidatif hasara ve kanser, diabet ve
Parkinson hastaligi gibi yaslanmaya bagli hastaliklarin baslica nedeni
olabilir. Buna gdére, yasl bireylerin mitokondri’lerinin ROS seviyesi daha
yuksektir. Bununla birlikte, ROS hicresel sinyalizasyona katilir, gesitli
fizyolojik slrecler icin ara maddedir ve model organizmalardaki ROS
didzeylerini artirmak igin galisilan materyalin d6mrint uzatir. Mevcut fikir
birligi, disik ROS seviyelerinin faydali oldugu ve sinyal yoluyla stres
adaptasyonunu kolaylastirdigi, buna karsin ylksek seviyeli ROS’un
oksidatif stresi tetikledigi icin zararh oldugu gorisini savunmaktadir. Bu
modele dayanarak ROS miktarinin fizyolojik etkiyi belirledigi sdylenebilir
(Scialo, Fernandez-Ayala ve Sanz, 2017).

Oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki denge (redoks dengesi)
saglikli bir hiicresel mikro ortamin korunmasi igin sarttir. ROS Uretimi ile
hicrelerin antioksidan savunma sistemi arasindaki denge Uzerinde bir
degisiklik ortaya «cikarsa, hicrelerde oksidatif stres meydana
gelir(Hekimi, Lapointe ve Wen, 2011).

2.5 Serbest radikaller

2.5.1 Malondialdehit (MDA) ve Lipid peroksidasyonu

Malondialdehit (MDA), coklu doymamis yag asidlerin peroksidasyonuna
neden olan baslica etkilerinden biridir. 1960'lardan beri bu molekdl in vivo
ve in vitro calismalarda oksidatif stresin dlzeyini 6lgmede kullaniimaktadir
(Del Rio, Stewart ve Pellegrini, 2005).

Kontrolstiz oksidatif stres (pro-oksidan ve antioksidan seviyeleri
arasindaki dengesizlik) hlcreler, dokular ve organlarda hasar olusturabilir.
Ylksek seviyedeki serbest radikallerin veya reaktif oksijen tlrlerinin (ROS)
lipidlere dogrudan zarar verebilecegi uzun zamandir bilinmektedir.
Mitokondri, plazma membrani, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar,
primer endojen ROS lretim kaynaklaridir (Ayala, Mufioz ve Arglelles,
2014).

Lipid peroksidasyon olusum sireci; Lipid peroksidasyonu genel olarak,
serbest radikaller veya radikal olmayan turler gibi oksidanlarin, karbon-
karbon cift bag (lar) iceren lipidlere, 6zellikle de bir karbondan hidrojen
soyutlamasini iceren poli doymamis yag asitlerine (PUFA'lar) saldirdigi ve
oksijen eklemeyle sonuclandidi bir islem olarak tanimlanabilir.

2.5.2 Nitrik oksit (NO)
Nitrik oksit (NO), baska tlrlere kiyasla ilimli reaktiviteye sahip serbest

radikaldir ve bu da organa 6zgl bircok dlizenleyici fonksiyona neden olur.
NO, genel olarak nitrik oksit sentazi (NOS) olarak adlandirilan bir ailenin
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olusturdugu enzim ile amino asit L-argininden sentezlenir (Kolios, Valatas
ve Ward, 2004).

2.5.3 Katalaz (CAT)

Katalaz, oksijene maruz kalan neredeyse tum canli organizmalarda
bulunan, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrismasini katalize eden bir
ortak enzimdir. Hidrojen peroksit, bircok normal metabolik sltrecin zararh
bir yan Grinududr. Hasari 6nlemek icin, cabucak daha az tehlikeli maddelere
dénlsturilmelidir. Bu amacla, katalaz hidrojen peroksitin daha az reaktif
gaz halindeki oksijen ve su molekdillerine ayrismasini hizla katalize etmek
icin hlcreler tarafindan siklikla kullanilir. Bilindigi Gzere hayvanlarin tim
organlarinda, oOzellikle karacigerde yiksek konsantrasyonlarda bulunan
katalaz bu amacla kullanilir (Lobo, Patil, Phatak ve Chandra, 2010).

2.5.4 Kalpainler

Kalpainler 15 farklh Uyeden olusan bir enzim ailesidir. Kalpainler hiicre
iskeleti ve sinyal iletiminde gérev alan proteazlar olup, ayrica hicre
déngusinun dluzenlenmesi ve apoptoz, inflamasyon, iskemi, nekroz gibi
diger fizyolojik ve patofizyolojik slireclerde yer alirlar (Akdemir vd., 2008;
Kuralay ve Cavdar, 2006).

Genelikle apoptoz sirasinda sitoplazmalardaki proteazlarin aktive
olamalari sebebiyle, hiicre iskeletinin batinligld bozulur, bunun asil nedeni
bu btlinligu koruyan proteinlerin yapisinin bozulmasidir. Bu proteazlarin
diger bir grubu ise kalpainlerdir (Mani vd., 2008).

Nekrotik hlicre 6lUumui sirasinda aktive olmus kalpainlerin lizozomal
zarlara zarar verdigi belirlenmistir. Iskemik olaylardan sonra ilk olarak
kalpainler, lizozomlarin zarlarina tutunurlar ve sonrasinda da katepsinler
sitoplazmaya sizar. Bu go6zlemler kalpain-katepsin hipotezinin olusumuna
neden olur. Kalsiyum aracili kalpain aktivasyonu; lizozomlarin yirtilmasi,
oldartct katepsinlerin sizmasi ve hilcrenin parcalanmasi ile sonuglanir
(Syntichaki ve Tavernarakis, 2003).
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3 GEREGC VE YONTEMLER

3.1 Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Bu calisma icin Istanbul medipol iniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Komite raporu alinmistir (Karar No:71 - 07.09.2016) ve bu arastirma
icin gerekli kaynak, Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonunca desteklenen 2016-1355 nolu projeden saglanmistir.

Calismamizda 250-300 gr agirliginda toplam 40 adet Sprague-Dawley
Irkl erkek sican kullanildi. Sicanlar 12 saat karanhk, 12 saat aydinlik déngu
icerisinde, su ve yem alimlarina dikkat edilen, sicakligi sabit tutulan (21° +
3°C) hayvan saklama odasinda, 4-5 sican kapasiteli kafeslerde barindirildi
ve standart sican yemi ile beslenerek musluk suyu verildi.

3.2 Deneyde kullanilan kimyasal maddelerin ve
fiksatiflerin hazirlanmasi

3.2.1 Bakiroksit nanopartikiil cézeltisi (CuO-NP)
Her sisesinde (25 gr) pudra seklinde olan CuO-NP (Sigma-544868
partiktl bayukligi <50 nm (TEM)) maddesinden 200 mg/kg ginlik 2 ml

serum fizyolojik icerisinde ¢6zulerek deney grubu hayvanlara her gun tek
doz olacak sekilde 5 giin boyunca oral gavaj yolu ile verildi.

3.2.2 Serum fizyolojik

Bes glin boyunca, her glin tek doz olacak bicimde 2 ml serum fizyolojik
cOzeltisi gavaj yolu ile kontrol grubu hayvanlara verildi.

3.2.3 Nétral tamponlu formalin ¢ozeltisi (%4 NBF)

SollGsyonu hazirlamak icin asagidaki maddeler kullanildi;

e NaH>PO4. .. 4 gr

e NaHPO4._ ... 8gr

e Formaldehit %37....... 100 ml
e Distile su ............ 900 ml

SollGsyonu hazirlamak icin asagidaki asamalar takip edildi;

> 4 gr NaH,PO4 (sodyum dihidrojenfosfat) tartildiktan sonra bir miktar
saf su igerisinde ¢ozuldu.
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» 8 gr Na;HPO,4 (disodium hidrojenfosfat) tartildiktan sonra bir miktar
saf su igerisinde ¢ozuldu.

» Yaklasik 400 mL saf su tUzerine 100 ml formaldehit eklenip
karistirildiktan sonra 1000 ml lik bir mezir icine alindi.Hazirladigimiz
ilk solisyonlar Gzerine saf su eklenerek 1000 ml ‘ye tamamlandi.

> PH 7.4 olarak ayarlandi.

3.2.4 Anestezikler

Tum islemler anestezi altinda gerceklestirildi. Genel anestezik olarak
tim hayvanlara, intraperitoneal 50 mg/kg ketamin (Ketalar®) ve kas
gevsetici olarak 10 mg/kg intraperitoneal ksilazin (Rhompun ®) verildi.

3.3 Kontrol ve Deney Gruplari

Deneye tabi tutulacak sicanlar rastgele secilerek, her grupta n=20
olacak sekilde iki ayri gruba ayrildi.

Kontrol Gruplari: Bu gruptaki hayvanlara bes gin boyunca ayni
saatte gavaj yolu ile 2 ml serum fizyoloji gavaj aleti (steel feeding tube) ile
verildi. Her glin gavaj verilmeden 6nce hayvanlarin agirliklari ayni saatte
tartilip not edildi. Son gavajdan 24 saat sonra hayvanlar rastgele her grupta
10’ar hayvan olacak sekilde iki ayri (kontrol A (n=10) ve kontrol B (n=10))
gruplarina ayrildi;

Kontrol A grubundaki sicanlarin deney bitiminde anestezi verildikten
sonra gogis kafesleri acildi ve kalbin sag ventrikidlinden kan alindiktan
sonra kardiyak perfizyon yontemi kullanarak dokular tespit edildi.
Karacigerleri ¢cikarilarak agirliklar olgtldl, hacimleri saptandi ve daha sonra
rastgele 6rnekleme metodu ile doku 6rnekleri alinarak, fiksatif sollisyonu
icerisine konuldu ve histopatolojik degerlendirme igin kullanildi.

Kontrol B grubundaki sicanlarin deney bitiminde 7 tanesine anestezi
verildikten sonra gogus kafesleri acildi ve kalbin sag ventrikilinden kan
ornegdi alindiktan sonra karaciger dokusu diseke edildi ve agirliklari hassas
terazi ile tartilarak -80 dolabinda donduruldu. Kan 6érnekleri ise oda
sicakliginda iki saat bekletildikten sonra santrifiij edildi ve serum kismi
eppendorf tlplere alinarak -80 derin dondurucuda saklandi. Geride kalan
doku ve serum drnekleri biyokimyasal marker élgctimleri icin saklanildi. Bu
grupta elde kalan 3 sicana anestezik madde verildikten sonra hayvanlarin
karin 6n duvar acildi ve bagirsaklar yana dogru yatirilarak v.porta hepatise
ulasildi. Bu ven araciligiyla bu hayvanlara 0.1 Mol buffer cozeltisi icinde
%2.5'luk gluteraldehit fiksatifi verilerek karacigerleri perflize edildi.
Hayvanlarin karacigerleri fikse edildikten sonra sistemik Ornekleme
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yontemiyle yaklasik 1 mm?®'liik doku érnekleri alinarak transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) incelemesi icin ayrildi.

Deney gruplari (CuO-NP verilen gruplar): Bu gruptaki hayvanlara
pudra seklindeki CuO-NP 200 mg/kg/glnlik 2 mL serum fizyoloji icerisinde
cozilerek 5 gun sire boyunca ve glinde bir kere olmak Uzere gavaj aleti
(steel feeding tube) ile verildi. Her glin ayni saatte gavaj verilmeden énce
hayvanlarin adirliklari tartihlp not edildi. Son gavajdan 24 saat sonra
hayvanlar rastgele her grupta 10’ar hayvan olacak sekilde iki ayri gruba
(deney A (n=10) ve deney B (n=10)) ayirilarak farkh prosedirlere tabi
tutuldu.

Deney A grubundaki sicanlara deney bitiminde anestezik madde
verildikten sonra bu hayvanlarin gogus kafesleri acildi ve kalplerinin sag
ventriklllerinden kan drnekleri alindiktan sonra kardiyak perflizyon yéntemi
kullanarak dokulari fikse edildi. Karacigerleri ¢ikarilarak agirliklari olgtldd,
hacimleri saptandi ve daha sonra rastgele 6rnekleme metodu ile doku
ornekleri alinarak, fiksatif solisyonu icine alinarak histopatolojik
degerlendirmeler igin saklandi.

Deney B grubundaki sicanlarin deney bitiminde 7 tanesine anestezik
madde verildikten sonra gogis kafesleri acildi ve kalplerinin sag
ventrikillerinden kan o6rnekleri alinarak karacigerleri diseke edildi ve
agirhklar hassas terazi ile tartildiktan sonra -80 dolabinda donduruldu. Kan
ornekleri ise oda sicaklidinda 2 saat bekledikten sonra santrifiij edildi ve
serum kismi eppendorf tlplere alinarak -80'lik derin dondurucuya kaldirildi.
Geride kalan doku ve serum drnekleri biyokimyasal marker dlgimleri igin
ayrildi. Bu grupta elde kalan 3 sicana anestezik madde verildikten sonra
hayvanlarin karin 6n duvari acildi ve badirsaklar yana yatirilarak v.porta
hepatise ulasildi. Bu ven aracilidiyla bu hayvanlara 0.1 Mol buffer ¢ozeltisi
icinde %?2.5'luk gluteraldehit fiksatifi verilerek karacigerleri perfiize edildi.
Hayvanlarin karacigerleri fikse edildikten sonra sistemik Ornekleme
yontemiyle yaklasik 1 mm?®'liik doku érnekleri alinarak transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) incelemesi icin ayrildi.

3.4 Akut bakir oksit nanopartikiil uygulamasi

Akut bakir oksit modeli olusturmak icin her gin 200 mg bakir oksit
nanopartiktl pudrasi hassas terazide tartildiktan sonra falkon tuplerine
aktarildi, Gzerine 2 mL serum fizyoloji eklendikten sonra vorteks cihazi ile
karistirildi, enjektdr icine aktarildi ve daha sonra metal gavaj enjektdérine
takildi. Bir kisi tamamen hayvan sabit tutarak, ve dideri gavaj aleti ile
6zofagus ve daha sonra mideye ulasilip enjektdérin icindeki karisimi
hayvanin midesine aktarildi. Bu madde anlatilan yontemle 5 gin boyunca
gunde bir kere deney grubu hayvanlarina verildi.

35



3.5 Doku Alimi ve Histolojik Inceleme

Histolojik deneyler icin ayrilan sicanlara anestezi verildikten sonra karin
on duvarn vertikal insizyonla acildi. Daha sonra diafragma acilarak kalbe
ulasildi ve %4 ‘lik nétral buffer formalin (%4 NBF) sollisyonu kullanarak
kardiak perflizyon metodu ile fikse edildikten sonra karaciger baglarindan
ve damarlarindan serbestlestirlip diseke edildi.

3.5.1 Histolojik doku takibi

Kontrol ve CuO-NP gruplarini olusturan tim sicanlardan histopatolojik
dedgerlendirmeler icin karaciger o6rnekleri alindi. Alnan karaciger
orneklerinin 48 saat slre ile fiksasyonlari saglandi. Fiksasyonlari saglanan
ornekler fiksatifin cékmesini engellemek amaciyla 3-4 saat cesme suyunda
yikandi. Cesme suyuyla ylkanan doku parcalari daha sonra sirasiyla
kademeli olarak %70’lik, %80’lik, %90’k ve %96'lik alkol serilerinde 45’er
dakika bekletilerek dehidratasyonlari saglandi. Dehidratasyonun ardindan
ornekler seffaflandiriilmak Uzere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi.
Karaciger oOrneklerinin seffaflanmasinin ardindan etiv icinde 65°C’'de
eritiimis parafinlere alinarak 60 dakika slreyle ¢ ayri parafinde bekletildi.
Parafinize edilen dokular ayri ayri parafin iceren kasetlere gdtmiulerek
bloklandi ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan
kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bicagi buzdolabinda
sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 5’er mikrometre
kalinhiginda doku kesitleri alindi. Bu kesitlerden bir kismi Hematoksilen-
Eozin boyama islemi igin, bir kismi ise imminohistokimyasal degerlendirme
amaciyla apoptotik hucrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL ydntemi
uygulamak icin bir kismi ise Kaspaz-3 boyama icin ayrildi. Hematoksilen-
Eozin boyama igin kesitlerin 45°C’de su banyosunda acilmalarn saglanarak
temiz lamlar Uzerine alinmasindan sonra etlv icinde 1 saat sure ile
bekletilmeleri saglandi. Preparatlarin 1’er saat sire ile iki ayr ksilolde
tutulup deparafinizasyonlari saglandiktan sonra boyama asamasina gegildi.

3.5.2 Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Daha 6nceden parafin blok haline getirilip kesitleri alinarak hazirlanmig
preparatlarin boyanmasinda Hematoksilen-Eozin ikili boyasi kullanildi.
Hematoksilen-Eozin ikili boyasi ile boyanan ve deparafinizasyonu yapilmis
olan doku kesitleri 5’er dakika sureyle %96, %90, %80, %70'lik alkollerde
ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eozin ile 10
dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol
serilerinden gegcirilip dehidratasyonlari saglandi. Dokular iki ayri ksilolde
30’ar dakika tutularak seffaflastirilarak ve seffaflanan dokular daha sonra
entellan ile kapatilarak 1sitk mikroskobik dizeyde Olympus BH-2 mikroskop
ile dederlendirmeleri vyapilarak karaciger o6rneklerini iceren tim
preparatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflar cekildi.
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3.5.3 Kaspaz-3 immunohistokimya boyama yéntemi

Bu boyamadaki bitin basamaklarda kesitler oda isisinda, nemli
bir ortamda ve kesitlerin 1sitktan korunarak islemleri yapildi. Bu
boyamada sirasi ile 2X5 dk ksilolde, 2X5 dk %95 alkolde, 1X5 dk %70
alkolde, 1X5 dk %50 alkolde, 1X5 dk %25 alkolde tutuldu ve sonra
2X5 dk PBS de vyikama vyapildi. Bu asamadan sonraki tim
basamaklarda kesitlerin kurumamasina dikkat edildi. Buyama
asamalari Formaldehit fiksasyonlarinda ve parafin bloklarda yapildi.
Boyama icin gerekli olan ve yapida bulanan antijenin maskelenmis
olabilecegi icin kaynatma islemi ile antijeni aciga gikarildi.

Kesitler kaba yerlestirildi ve kesitleri kaplayana kadar icine 0.01
M sitrat buffer ile dolduruldu. Daha sonra dudukll tencere igine distile
su ekledi ve sonra kesitlerin dadukli tencere igine yerlestirildi ve
kaynatmaya birakildi. Kaynatma isleminde duduik caldiktan sonra 3
dakika beklendi ve sonra kapatildi. Daha sonra kesitlerin sogumasi igin
20 dk oda sicakhdinda bekletildi. Boylece antijen aciga gikartma islemi
tamamlandi (360 cc distile su + 40 cc EDTA) EDTA ile ¢ok iyi boyanma
gbézlendi. Boyanmada Sitrat buffer de kullanildi ancak EDTA’'nin tercih
etmemiz nedeni boyamanin kalitesini artmasidi. Bu asamalardan sonra 1x5
dk cesme suyunda yikandi ve Kesitler PBS'ye alindi. Daha sonra doku
sinirlayici kalem ile doku daire icine alindi ve Hidrojen peroxidase (%3'llk)
ile 10 dk ve sonra distile suda tutuldu. Bu evreden sonra Ultra V blok 5dk
tutuldu ve Primer antikor Chemicon rabbit polyclonal anti-active antibody
oda isisinda 1 saat beklendi ve 50ul rabbit polyclonal anti-active Kaspaz-3
antibody eklendi. Daha sonra 1 ml dilie solisyonu eklendi ve PBS 2x1 dk
tutuldu ve Sekonder antikor polyvalentli biotinylated goat anti polyvalent
30 dk beklendi. Bu asamalardan sonra PBS 2x1 dk tutuldu ve Streptavidin
peroxide 30 dk beklendi. Polyvalen ile PBS 2x1 dk tutuldu ve AEC kromojen
30 dk beklendi. Daha sonra Akan ¢cesme suyu tutarak Hemotoksilen boyasi
10 sn tutuldu ve tekrar Akan cesme suyu tutarak ile distile su yikandi ve
sonra su bazl kapatma sivisi ile montaj gerceklestirildi.

3.5.4 TUNEL boyama yontemi

Daha o6nceden parafin blok haline getirilip kesitleri alinarak
hazirlanmis preparatlar 60 derece etivde 1 saat bekletilerek parafinin
erimesi saglandi. Daha sonra 3 kez degistirilen ksilolde 5’er dk tutuldu ve
sonra 2 kez %100 alkolde 3 dk tutuldu ve 1 kez %95 alkolde 3 dk tutuldu
ve devaminda 1 kez %70 alkolde 3 dk tutuldu ve bu islemlerden sonra PBS
solisyonunda 5 dk tutuktan sonra Proteinaz K solliisyonunda oda isinda 15
dk tutudu ve 2 kez degistirilmis distile suda 2 dk yikama yapildi ve bundan
sonrakl asamada %3 ‘lik hidrojen peroxsidaz icerisinde oda isisinda 5 dk
tutuldu ve PBS igerisinde 5-10 dk calkalama vyapildi. Sonra &rnekler
Eguilibration buffer icinde oda isisinda 5 dk inkibe edildi ve Kesitler TdT
enzimi uygulanarak etlivde 37 derecede nemli ortamda 1 saat tutuldu ve
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Kesitleri daha sonra Working Stop/ Wash buffer sollisyonunda 15 saniye
calkalan

di ve 10 dk oda isinda inklbe edildi ve sonraki asamada 3 kez
degistirilmis PBS solisyonunda 1 dk tutuldu ve oda isinda kesitlere anti-
digoxigenin peroxsidaz damlatarak, Uzerleri plastik coverslip ile kapatildi ve
oda isisinda nemli ortamda 30 dk bekletildikten sonra 4 kez degistirilmis
PBS sollisyonunda oda i1sinda 2 dk yikama yapildi. Kesitler Gzerine DAB
sollisyonu damlatip, 10 dk bekletildi ve Kesitler 3 kez degistirilmis distile
suda 1 dk yikandiktan sonra distile suda 5dk tutuldu ve Metil green’de 15
dk tutuldu. Bu asamalardan sonra kesitler 3 kez degistirilmis distile suya 10
kez daldirildi ve % Butonol sale icine 2 kez daldirilip ¢ikarildi ve Ksilol I 2 dk
tutuldu ve Ksilol IT 2 dk tutuldu ve devaminda Ksilol III 5 dk tutuldu ve daha
sonra Kapama yapildi.

3.5.5 Transmisyon Elektron Mikroskop’una (TEM) preparat
hazirlama yontemi

Peristaltik pompa yardimi ile 0.1 M fosfat tampon iceren %2.5'luk
glutaraldehit sollisyonu v. portae yoluyla karaciger perflizyonu yaptiktan
sonra karaciger diseke edilerek cikarildi ve keskin bisturi yardimiyla 1mm?
‘lUk klcguk o6rnekler alinarak, zaman kaybetmeden 0.1 M fosfat tampon
iceren %?2.5’luk glutaraldehit icinde 24 saat 4°C'de primer fiksasyona
alinmis, sonra fosfat tamponuyla 3 kez 15’er dakika yikandi. Daha sonra 0.1
M fosfat tampon iceren %?1’lik osmiyum tetroksit icinde, oda sicakliginda ve
rotatorda 2 saat sekonder fiksasyonlari saglandi, devaminda dokular
tamponla tekrar 3 kez vyikanildi. Dokudaki fazla suyun alinmasi
(dehidrasyon) icin 6rnekler giderek artan derecelerde ve 4 0C’de ikiser kez
belirli stiirelerde etil alkol serilerinden gecirildi (%30, %50, %70, %90, %96,
%100 (son yikama ve sonraki islemler oda isisinda) ve propilen oksitte 30
dk boyunca (iki kez) seffaflastirma islemine alindi. 1/1 oraninda propilen
oksit- araldite karisiminda 2 saat rotatorda bekletildikten sonra saf araldite
alinan dokular bir gece boyunca rotatorda tutuldu ve ertesi gun araldite
gdmilerek 60 0C'de 48 saat polimerize edildi. Elde edilen bloklar
ultramikrotomda (Leica Ultracut R) 700 nm kalinhginda kesilerek toluidin
mavisiyle boyandi ve biyofilm olmasi muhtemel olan ylzey kisimlari 1sik
mikroskobunda (Olympus BX50) incelendi. TEM'de gérintilenmesi istenilen
alanlar belirlendikten sonra dokular tekrar trimlendi ve ultramikrotomda 60
nm kalinliginda tam ince kesitleri alindi. 300 meshlik bakir gridlere alinan
bu kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyandiktan sonra JEOL JEM 1220
marka ve modeldeki TEM de incelenmeye alindi.

3.6 Morfometrik metotlar
Karacigerler diseke edildikten sonra once dilimlere, sonra seritlere

bélindl ve sistematik 6rnekleme yontemiyle elde edilen bu seritlerden her
bir hayvan igin yaklasik 1 cm®I1ik dért doku parcasi alindi. Daha sonra bu
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dokular 24 saat %4’luk NBF icinde bekletildikten sonra, standart doku takip
proseduru takip edilerek parafin bloklari icine gémuldid. Hematoksilen-Eozin
ile boyanan 5 pym kalinligindaki kesitler lzerinde asadidaki parametreler
hesaplandi;

1. Ortalama lobdl alani
2. Ortalama vena centralis gapi
3. Sinlzoid / karaciger dokusu orani (V,)

TEM'de cekilen fotograflar Gzerinde ise asagidaki parametreler hesaplandi;

1. Nucleus hlcrenin ylzde kacgini olusturur
2. Mitokondri / Sitoplazma orani (V,)
3. Birim alana disen mitokondri sayisi (Na)

3.6.1 Karaciger hacminin hesaplanmasi (V)

Karaciger kardiyak perfiizyon yontemi ile fikse edildikten sonra dikkatli
bir sekilde baglarindan serbestlestirildi ve damarlari organa yakin bir sekilde
kesilerek cikarildi. Cikarilan karacigerler igerisinde belli bir seviyeye kadar su
bulunan (Vi) 250 mL'lik mezlr igerisine tamamiyla batinldi. Olusan yeni su
seviyesi (V2) kaydedildi. Bu iki dedger arasindaki fark total karaciger hacmi
olarak not alindi.

Dlzensiz yapilarin hacimlerini hesaplamada siklikla kullanilan bir
hacim hesaplama yontemi olan bu metot (sivinin yer degistirmesi metodu)
tim hayvanlarin karaciger hacimlerinin hesaplanmasinda kullanildi (Sekil
3.1.) (Marcos, Monteiro ve Rocha, 2006, 2012).

V=V,-V;

V1= suyun ilk hacmi

V.= suyun karaciger daldirdiktan sonraki hacmi
V= karacigerin toplam hacmi (total volim)

Sekil 3.1Karacigerin toplam hacim hesaplamasi (sivinin yer dedistirme methodu)
(Marcos, Monteiro, & Rocha, 2012).
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3.6.2 Isitk mikroskobunda elde edilen fotograflar iizerinde yapilan
stereolojik olciimler

3.6.2.1 Karacigerde ortalama lobdl alaninin hesaplamasi

Tum preparatlar 1sitk mikroskobu (Zeiss Axio Zoom V16) altinda 40’lik
objektifte (x40 buyltme) sistematik rastgele érnekleme yontemiyle her
hayvan icin 10 adet lobiil incelendi ve fotograf olarak kayit edildi. Olctimler
fotograflar lizerinde ZEN 2 software kullanarak gergek boyutu, mikrometre
kare (um?) olarak hesaplandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Karaciger lobul alaninin hesaplanmasi.
Karaciger lobullu 1sik mikroskobik gorinttsi (Cekilen fotograf tizerinde Zen 2 software
kullanarak otomatik olarak Lobil alanini (um?) olarak hesaplanmasi.

3.6.2.2 Karacigerde ortalama vena centralis caplarinin saptanmasi

Her hayvandan sistematik rastgele 6rnekleme ydntemiyle, 120-140
adet vena centralis’den fotograf cekildi. Elde edilen, gorintiller bilgisayar
ortamina Zen 2 software kullanarak, v. centralis’lerin gaplari 6lgtldi. Bu
program bir gérintl analizi programidir.

Bu programda uzunluk kalibrasyonu yapildi. 1 pixel’in kag um’ye esit
oldugu hesaplanarak programa girildi ve programda v. centralis’lerin blyUk
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(a) ve kucguk (b) caplarn um olarak 6élguldi (Sekil 3.3). Daha sonra 6élgllen
bu degerlerin asagidaki formile goére ortalama caplari bulundu (Marcos vd.,

2006).
D = Vaxb

D = Ortalama cap
a=Blylk cap
b=BlylUk capin orta noktasindan dik olarak gegen ve onu iki esit parcaya

bélen cap
Bu formdul kullanilarak gizilen tim v. centralis’lerin ortalama caplari

bulundu ve bu degerlerin aritmetik ortalamalari hesaplandi.
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Sekil 3.3 Karacigerde ortalama vena centralis gapinin dlgiimesi.
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3.6.2.3 Sinlizoid / karaciger dokusu oraninin (Volume fraction) (V)
hesaplamasi

Bakir oksit nanopartikil sicanlara uygulandiktan sonra, bu islemin
karaciger dokusu Uzerindeki etkilerini kantitatif olarak saptamak amaciyla,
sinlizoit’lerin karaciger dokusuna olan orani (Volum fraction, V,) hesaplandi.
Bunun igin, 180'lik objektif altinda, nokta sayim yéntemi (point counting
metod) aracilidiyla 7x7’lik bir grit (noktali sayim cetveli) kullanarak, kesitler
sistematik rastgele 6rnekleme ydntemiyle taranarak 10 farkli alanda sayim
yapildi ve toplam 49 noktadan kaginin sinlizoitler (zerine distligi kaydedildi
(Sekil 3.4.) (Junatas vd., 2016)

A 7 x7'lik B

+ + 4+ + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + 4+ + + + +
+ + 4+ + + + +
+ + 4+ + + + +
+ + 4+ + + + +

Karaciger dokusu Uzerine superimpose edilen grit.

Sekil 3.4 Sintzoid / karaciger dokusu oraninin (V,) hesaplamasi.

A: Asetat Uzerine isaretlenmis 10 mm’lik araliklardan olusan 7x7’lik noktali grid.

B: 180'lik objektifle gekilen karaciger dokusu resmi lzerine 7x7 nokta sayim cetvelinin
(point grit) atilmasi. Buna gore; Sinlzoit / karaciger dokusu orani (V,) 12 (kirmizi
nokta) / 49 ( kirmizi nokta + siyah nokta)
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3.6.3 TEM mikroskopunda elde edilen fotograflar iizerinde yapilan
stereolojik olciimler

3.6.3.1 Nukleus / total hepatosit hicresi orani (V)

TEM mikroskobunda bir hepatositin tamamen sinirlarint gdérunecek
sekilde fotograflar cekildi. Her hayvandan 5000 blyitmede en az 10
fotograf bu sekilde cekildi. Bu fotograflar Uzerine nokta sayim cetveli
atilarak, nokta sayim yontemi (point counting metod) araciliiyla hepatosit
hicresinin nucleus’u Uzerine disen nokta sayisi ile hlcrenin tamaminin
sinirlari igine denk gelen nokta sayisi oranindan ylzde dederi hesaplandi
(Sekil 3.5). (tum sayimlar 3 kez tekrarlandi, ortalamalari alindi).

Sekil 3.5 Nukleus / total hepatosit hicresi orani (V,).
A: TEM fotografi lizerinde hepatosit sinirlari gizildi.
B: Asetat Uzerinde isaretlenmis nokta sayim cetveli (point grit).
C: Fotograf lizerine superimpose edilen grit.
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3.6.3.2 Mitokondri / Sitoplazma orani (V)

TEM mikroskobunda hepatosit’lerden 8000x blyldtmede c¢ekilen
fotograflar lzerinde bu parametre hesaplandi. Bu fotograflar (zerine nokta
sayim cetveli atilarak, nokta sayim ydntemi (point counting metod)
aracihdiyla mitokondri Ustiine denk gelen nokta sayisi nokta sayim
cetvelinde bulunan total nokta sayisina bdllinerek hesaplandi (Sekil 3.6)
(tim sayimlar 3 kez tekrarlandi, ortamalari alindi).

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +

Sekil 3.6 Mitokondri / Sitoplazma oraninin (V,) hesaplanmasi.
A: 8000X buyutmede cekilen 6rnek TEM fotografi.
B: Asetat Gzerinde isaretlenmis nokta sayim cetveli (point grit).
C: Fotograf Uizerine superimpose edilen grit.
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3.6.3.3 Birim alana disen mitokondri sayisi (N;)

Birim alana didsen mitokondri sayisini saptamak icin, TEM
mikroskobunda 8000x biyltmede cekilen fotograflar Gzerinde, sistematik
rastgele érnekleme yéntemiyle 10 farkli alanda birim alan icerisine disen
mitokondri sayisi saptandi. Sayimlarda tarafsiz sayim cercevesi (Unbiased
counting frame) kullanildi. Sayim cergevesinin sag ve Ust gizgileri lzerine
disen mitokondriler sayilirken, sol ve alt cizgileri Gzerine disen nukleusler
sayima dahil edilmedi (MUuhlfeld vd., 2010).

Blyldtme faktdéri g6z o6nlnde bulundurularak, cerceve alana disen
mitokondri sayisi saptandiktan sonra, birim alandaki mitokondri sayisi (Na)
hesaplandi (Sekil 3.7) (Knust, Ochs, Gundersen ve Nyengaard, 2009).

Tarafsiz sayim cercgevesi

Sekil 3.7 Birim alana disen mitokondri sayisinin hesaplanmasi.
A: 8000X buyutmede cekilen 6rnek TEM fotografi.
B: Tarafsiz sayim gergevesi
C: Fotograf Gizerine superimpose edilen sayim cercevesi.

\/: Tarafsiz sayim gergevesine dlisen ve sayilan mitokondrileri géstermektedir
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3.7 Kan alimi ve Biyokimyasal degerlendirmeler

Anestezi altinda karin 6n duvari vertikal insizyonla acgildi ve diaphragma
acilarak kalbe ulasildi, sonra sag atriumdan 10 ml enjektor ile 4-5 ml kan
alindi daha sonra biyokimyasal tlplere alindi.

3.7.1 Serum orneklerin hazirlanmasi

Biyokimyasal tuplerde olan kan 2 saat oda isisinda bekletildikten sonra
ilgili kitlerin kilavuzunda aciklanan santriftij kosullarn dikkate alinarak
santrifij edildi ve daha sonra serum kismi 4 ayri eppendérf tlp igine
aktarilip -80° derece buzdolabina kaldirildi.

3.7.1.1 Tumér nekrozan faktoér (TNF-a) dizeyinin 6lcimu

Serum TNF-a duzeyleri Elabscience Rat TNF-a (E-EL-R0019) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldu.

3.7.2 TNF-o Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Elabscience TNF-a kiti solid faz sandvic Enzim Bagh Immiin Olgim
(ELISA) prensibine dayanir. Rat TNF-a molekilline spesifik monoklonal
antikorlar strip halindeki 8’li kuyucuklara kaplanmistir.

Deney Prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan 96’k plakadaki standart, kér ve serum
kuyucuklarina 100 pl pipetlendi ve daha sonra 37°C'de 90 dk inklbe edildi.
Kuyucuklarin ici bosaltildi ve 100 pl Biotinylated Detection Ab solisyonu
pipetlendi sonra 37°C'de 60 dk inklbe edildi. Yikama tamponu ile 3 kez
yikandi. Kuyucuklara 100 ul HRP konjugati pipetlendi. 37°C’'de 30 dk inkibe
edildi. Yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi. 90 pL substrat sollisyon
pipetlendi ve 37°C'de 15 dk inklbe edildi. 50 yuL stop sollisyonu pipetlendi.
Olusan renk 450 nm de ELISA okuyucu ile élguldi. Daha sonra kit icerisinde
bulunan standart ile seri diliisyon yapildi. Standartlarin absorbans dederleri
Olglildu ve kalibrasyon egrisi gizildi (Sekil 3.8). TNF-a sonuclari pg/mL olarak
ifade edildi.

Kontrol ve deney grubuna ait numunelerde TNF-oa konsantrasyonlarinin
saptanmas! icin Sekil 3.8'deki kalibrasyon egrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) degeri formiile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.
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Sekil 3.8 TNF-a kalibrasyon egrisi
3.7.2.1 Interlékin 6 (IL-6) diizeyinin él¢ilmesi

Serum IL-6 dizeyleri Elabscience Rat IL-6 (E-EL-R0015) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldu.

IL-6 Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Elabscience IL-6 kiti solid faz sandvi¢ ELISA prensibine dayanir. Rat
IL-6 molekdline spesifik monoklonal antikorlar strip halindeki 8’li
kuyucuklara kaplandi.

Deney prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan 96’k plakadaki standart, kér ve serum
kuyucuklarina 100 pl pipetlendi ve daha sonra 90 dk 37° inkiibe edildi.
Kuyucuklarin ici bosaltildi ve 100 pl Biotinylated Detection Ab solisyonu
pipetlendi sonra 37°C'de 60 dk sureyle inklbe edildi. Yikama tamponu ile 3
kez yikandi. Kuyucuklara 100 pl HRP konjugati pipetlendi. 37°C'de 30 dk
sureyle inklibe edildi. Yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi. 90 uL substrat
solisyon pipetlendi ve 37'C'de 15 dk sureyle inklibe edildi. 50 pL stop
sollsyonu pipetlendi. Olusan renk 450 nm de ELISA okuyucu ile dlglldu. Kit
icerisinde bulunan standart ile seri dillisyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerleri 6lglildi ve kalibrasyon egrisi cgizildi (Sekil 3.9) ve IL-6 sonuglari
pg/mL olarak ifade edildi.

Calismamizdaki kontrol ve deney grubuna IL-6 konsantrasyon
saptanmasi icin sekil 3.9 kalibrasyon egrisi dikkate alindi. Spektrofotometre
cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile konularak vy
(konsantrasyon) dederi elde edildi.
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Sekil 3.9 IL-6 kalibrasyon egrisi

3.7.2.2 Alanin aminotransferaz (ALT) dlzeyinin élcimdu

Serum ALT dlzeyleri Elabscience Rat ALT (E-EL-R1232) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldu.

ALT Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Elabscience ALT kiti solid faz sandvic Enzim Bagl Immin Olgim
(ELISA) prensibine dayanir. Rat ALT moleklline spesifik monoklonal
antikorlar strip halindeki 8’li kuyucuklara kaplanmistir.

Deney Prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan 96’k plakadaki standart, kér ve serum
kuyucuklarina 100 pul pipetlendi ve daha sonra 37°C'de 90 dk inklbe edildi.
Kuyucuklarin ici bosaltildi ve 100 pl Biotinylated Detection Ab solisyonu
pipetlendi sonra 37°C’de 60 dk inklbe edildi. Yikama tamponu ile 3 kez
yikandi. Kuyucuklara 100 ul HRP konjugati pipetlendi. 37°C’'de 30 dk inkibe
edildi. Yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi. 90 pL substrat sollisyon
pipetlendi ve 37°C'de 15 dk inklbe edildi. 50 yuL stop soltisyonu pipetlendi.
Olusan renk 450 nm de elisa okuyucu ile élculdi. Kit icerisindeki standart
ile seri dilisyon vyapildi. Standartlarin absorbans dederleri 6lclldi ve
kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.10). ALT sonuglar pg/mL olarak ifade
edildi.

Calismamizdaki kontrol ve deney grubuna ALT konsantrasyon
saptanmas! icin sekil 3.10 daki kalibrasyon edrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.
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3.7.2.3 Aspartat aminotransferaz (AST) dlizeyinin 6lcimd

Serum AST duzeyleri Elabscience Rat AST (E-EL-R0076) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldu.

AST Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Elabscience AST Kkiti solid faz sandvi¢g ELISA prensibine dayanir. Rat
AST molekuline spesifik monoklonal antikorlar strip halindeki 8’li
kuyucuklara kaplandi.

Deney Prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan 96’k plakadaki standart, kér ve serum
kuyucuklarina 100 pul pipetlendi ve daha sonra 37°C'de 90 dk inklbe edildi.
Kuyucuklarin ici bosaltildi ve 100 pl Biotinylated Detection Ab solisyonu
pipetlendi sonra 37°C'de 60 dk inklibe edildi. Yikama tamponu ile 3 kez
yikandi. Kuyucuklara 100 ul HRP konjugati pipetlendi. 37°C'de 30 dk inkibe
edildi. Yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi. 90 pL substrat sollisyon
pipetlendi ve 37°C'de 15 dk inklbe edildi. 50 yuL stop sollisyonu pipetlendi.
Olusan renk 450 nm de ELISA okuyucu ile dlglldua.

Kitteki standart ile seri dillisyon yapilarak, standartlarin absorbans
degerleri 6lclldl ve kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.11). AST sonuglari
pg/ml olarak ifade edildi.

Calismamizdaki kontrol ve deney grubuna AST konsantrasyon
saptanmas! icin sekil 3.11’deki kalibrasyon egrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.
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3.7.2.4 Kalpain Aktivitesi (CAPN1) dizeyleri 6lcimdi

Serum CAPN1 dlzeyleri Elabscience Rat CAPN1 (E-EL-R2537) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldu.

Kalpain Aktivitesi Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Elabscience CAPN1 kiti solid faz sandvig ELISA prensibine dayanir. Rat
CAPN1 molekuline spesifik monoklonal antikorlar strip halindeki 8’li
kuyucuklara kaplandi.

Deney Prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan 96’k plakadaki standart, kér ve serum
kuyucuklarina 100 pl pipetlendi ve daha sonra 37°C'de 90 dk inkibe edildi.
Kuyucuklarin ici bosaltildi ve 100 pl Biotinylated Detection Ab solisyonu
pipetlendi sonra 37°C'de 60 dk inklbe edildi. Yikama tamponu ile 3 kez
yikandi. Kuyucuklara 100 ul HRP konjugati pipetlendi. 37°C’'de 30 dk inkibe
edildi. Yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi. 90 pL substrat sollisyon
pipetlendi ve 37°C'de 15 dk inklbe edildi. 50 yuL stop soltisyonu pipetlendi.
Olusan renk 450 nm de elisa okuyucu ile délguldd. Kitin igerisinde yer alan
standart ile seri dilisyon vyapildi. Standartlarin absorbans degerleri
Olgllerek; kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.12). CAPN1 sonuglar pg/ml
olarak ifade edildi.

GCalismamizdaki kontrol ve deney grubuna CAPN1 konsantrasyon
saptanmas! icin sekil 3.12'deki kalibrasyon egrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.
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3.7.3 Doku orneklerinin hazirlanmasi

Biyokimyasal deneyler icin ayrilan siganlardan kan alindiktan sonra
karaciger diseke edilip birka¢ parcaya ayrilip posetlere ve daha sonra kuru
buz lzerinde dondurulup, -80° derece buzdolabina kaldirildi.

3.7.3.1 Malondialdehit (MDA) diizeyinin 6lcimdu
Prensip

Yontem, lipid peroksidasyonu son urdnlerinden olan malondialdehit
(MDA)'nin tiyobarbitlrik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna
dayanmaktadir (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979).

Kullanilan gozeltiler

%38, 1lik sodyum dodesil sulfat (SDS): 8,1 gr SDS tartilip, bir miktar
distile suda eritildi ve son hacim 100 mL'ye tamamlandi.

%20’lik Asetat Tamponu (pH:3,5): 20 ml asetik asit alindi ve 100 mL'ye
tamamlandi. NaOH ile pH, 3,5’e ayarlandi.

%0,8’lik TBA: 0,8 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritildi ve son
hacim 100 mL'ye tamamlandi.

N-butanol/pyridine karisimi: 15/1 hacimleri karistirilarak kullaniimadan
hemen 6nce hazirlandi.

Doku homojenizasyonu
Calisma anina kadar -80°C’de saklanmis olan karaciger dokulari derin
dondurucudan cikarildi, tartildi ve ¢o6zduruldid. Bu dokular 1/10 oraninda

0,15 N KCI solisyonundan eklenerek o&rnekler homojenize edildi.
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Homojenatlar, +4'C'de 4000 rpm’‘de 10 dakika slreyle santriftj edildi.
Supernatantlar alindi ve dlgim igin kullanildi.

Deney prosediiri

Kapakli tipler alinarak koér, standart ve drnek tlpleri hazirlandi. Koér
tiplne, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,8 mL distile
su, 6rnek tuplerine 0,4 mL supernatant, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat
tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,4 mL distile su eklendi. Tipler 95 °C’de 60 dakika
inkiibasyona birakildi ve sire sonunda musluk suyu altinda sogutuldu.
Sogutulmus tiplere n-butanol/pyridine karisimindan 5’er mL eklenerek
vortekslendi. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant
alinarak 8lctim icin kullanildi. Orneklerin absorbanslari 532 nm’de kére karsi
okundu (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 MDA deney prosediru

Doku homojenatlari 400 rpm de 15 dakika santrifij

Islem sirasi Numune Kor Standart
Slpernatant i00p. |  ----- 100 uL
SDS (%8.1) 40 uL 40 uL 40 ulL
Asetik asit (%20) 300 uL 300 uL 300 uL
TBA (%0.8) 300 uL 300 uL 300 uL
Distile su 80 uL 160 uL 80 uL

60 dakika 95°C'de

N-Bitanol/piridin ‘ 1mL 1mL 1mL

4000 rpm de 10 dakika santrif(ij

Konsantrasyonlarin Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin lipid
peroksit standartti (1.1.3.3. tetraetoksipropan) 10, 20, 40, 60,
80, 100 nmol/ml konsantrasyonlarda hazirlandi.

Standart tdplerine 0,2 mL SDS, 1,5 ml asetat tamponu ve 1,5
ml TBA konuldu ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,4
ml numaralandiriimis tlplere eklendi.

Kor ve o6rnek tiplerinde oldugu gibi islemlerden gegirildi ve 532
nm’de absorbanslari okundu.

Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilarak elde edilen
absorbanslarin, konsantrasyon dederlerinin standart grafigi elde
edildi (Sekil 3.13).

Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak
hesaplandi.
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e Ayni homojenatlarin total proteinleri dlclldl ve 6rneklerin
konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi. Doku MDA
sonuclari nmol/mg protein olarak verildi.

Calismamizdaki kontrol ve deney grubuna MDA konsantrasyon
saptanmas! icin sekil 3.13'deki kalibrasyon egrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.

y = 0,0281x + 0,0145
3 R2 = 0,9996
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Sekil 3.13 MDA kalibrasyon egrisi
3.7.3.2 Doku Nitrik oksit (NO) dizeyinin 6lcimu
Prensip

Nitrik oksit direkt 6lcimi zor oldugu icin biyolojik sivilarda NO'in stabil
oksidasyon driinleri olan nitrat (NO™3) ve nitrit (NO™) diizeyleri in vivo ve in
vitro NO markiri olarak olgtilmektedir. Calismamizda rat karaciger nitrit
miktari Cortas ve Wakid'in yontemine gdére belirlenmistir (Cortas & Wakid,
1990).

Kullanilan Cozeltiler

Kadmiyum grandllerinin aktive edilmesi: Kadmiyum granulleri 2,5 - 3
gr agirhdinda tartildi. H,SO, igerisinde tutulan kadmiyum grandlleri distile

su igerisinde Ug defa yikandi. CuSO, igerisinde iki dakika bekletildikten sonra
glisin-NaOH tamponu ile G¢ defa yikandi ve 10 dakika icerisinde kullanildi.

0.2 M H,SO,: 2.8 mL derisik H,SO, alinir ve iginde 250 mL distile su
olan balon jojeye karistirlarak aktarihr ve son hacim 500 mL’ ye
tamamlandi.

53



0.2 mol/L Glisin-NaOH tamponu: 15 gr glisin 100 mL distile suda
¢bzuldu. 0.1 M'hk NaOH sollsyonu ile glisinin pH’sI 9.7'ye ayarlandi. Daha
sonra cozelti 1000 mL’ye tamamlandi. Bu tampon coézelti +4-8 °C’de
buzdolabinda bir ay saklanabilir.

58 mM’ ik Sdlfanilamid Cézeltisi: 3M HCl'den 66.2 mL alinip hacmi
distile suyla 250 mL’ye tamamlanip 2.5 gr sulfanilamid eklendi. Silfanilamid
sicak HCl icinde iyice ¢ozildi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda bir yil stabildir.

0.1 M’lik NaOH: 3.2 gr NaOH tartilip 40 mL suda ¢ozulda.
55 mM’lik NaOH: 1.1 gr NaOH alinip bir miktar distile su ile ¢ézUltUp son
hacim 500 mL’ ye tamamlandi.

0.77 M’lik N-Naftiletilendiamin (NED) C(Cézeltisi: 50 mg N-
naftiletilendiamin tartildi ve 250 mL distile suda ¢ozildi. 0-8 °C’de iki ay
stabil olarak kalir.

5 mM CuSO, Cézeltisi: 6.24 gr CuSO,. 5H,0 bir miktar distile suda
¢6zultp son hacim 500 mL'ye tamamlandi.

75 mM ZnSO, Cézeltisi: 10.78 gr alinip ZnSO,. 7H,0 alinip distile suda
¢6zuldl ve son hacim 500 mL'ye tamamlandi.

3 M HCI Cézeltisi: 123.176 mL HCI alinip son hacim distile suyla 500
mL’'ye tamamlandi.

Standart Sodyum Nitrit (NaNO,) Coézeltisi: 0,1 mol/L NaNO, stok
cOzeltisi hazirlandi (0,069 gr tart 10 ml ye tamamlandi) (9 Ay stabil). Daha
sonra NaB407.10H,O’dan 0,1906 gr tartiip 50 ml ye tamamlanarak 0,01
mol/L Sodyum tetraborat ¢bzeltisi hazirlandi. Daha sonra Sodyum nitrattan
10 pl alinip 10 ml'ye (distile su ile) tamamlandiginda glnlik kullanim igin
100 pmol/L'lik ¢oézelti hazirlamis olduk. 100 pmol/L'lik ¢ozeltiyi seri
dilisyondan gecirip 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0 pmol/L
konsantrasyonlarindaki standart ¢ézeltiler hazirlanmis oldu.

3.7.3.3 Doku homojenatinin hazirlanmasi

Karaciger dokulari homojenizator kullanilarak 1/10 oraninda soduk 0.1
M Fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku homojenatlari 4000
x g’de ve +4 °C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilerek siipernatantlar elde
edildi.
Deney prosediiri

Deproteinizasyon islemi icin 50uL stipernatant, 200 uL NaOH, 250 uL mL
ZnS0O, ilave edilip 10 dakika beklendi. 3500 x g hizda 10 dakika santrifj
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yapildi ve slUpernatant numune olarak kullanildi. Bakir kaph kadmiyum
granilleri Gzerine 100uL glisin  tamponu eklendi. Uzerine 100 uL
deproteinize numune konuldu ve Uzerine 200 uL distile su ilave edildi. Oda
Isisinda 90 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 200 uL alinip
Uzerine 250 uL distile su, 100 uL sulfanilamid ve 100 uL N-naftiletilendiamin
ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat inkibe edildikten sonra 545 nm’de
kdre karsi okundu (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Nitrik Oksit deney Protokoli

ISLEM DENEY KOR STANDART
Siupernatant 500 uL - (std.)
NaOH 200 uL 200 uL 200 uL
ZnS0q4 250 uL 250 uL 250 uL
3500 g’de 10 dk santriflj
Slpernatant 100 pL 100 uL 100 uL
Distile su 200 uL 200 uL 200 uL
Glisin Tamponu 100 pL 100 puL 100 uL
Kadmiyom granilleri Eklenir Eklenir Eklenmez
90 dk inkibasyon
Slpernatant 200 pL 200 pL 200 pL
Sulfanilamide 100 ulL 100 uL 100 uL
N-Naftiletilendiamin 100 pL 100 uL 100 uL
Distile su 250 uL 250 uL 250 uL
60 dk inkibasyon
A=545nm

Konsantrasyonlarin Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin 100, 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56 ve 0 pmol/l konsantrasyonlarindaki NaNO, standart
gOzeltileri kullanildi. Standart tdplerine 200 ul NaOH, 250 ul mL ZnSO,,
100 ul glisin tamponu eklendi. Kadmiyumsuz ortamda 100 ul stlfanilamid
ve 100 ul N-naftiletilendiamin ve farkli konsantrasyonlardaki standartlardan
numaralandiriimig taplere eklendi.

Kor ve 6rnek tiplerinde oldugu gibi islemlerden gegirildi ve 545 nm’de
absorbanslari okundu. Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon dederleri
Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilarak standart grafigi elde edildi
(Sekil 3.14). Doku orneklerinin NO konsantrasyonlari, standart grafigi
kullanilarak hesaplandi. Doku nitrik oksit duzeylerinin hesaplamasi igin,
ayni doku homojenatlarinin total proteinleri 6lglildid ve d&rneklerin
konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi. Doku NO sonuclari,
Mmol/mg protein olarak verildi.

GCalismamizdaki kontrol ve deney grubuna ait &rneklerin NO
konsantrasyonlarinin saptanmasi igin Sekil 3.14’deki kalibrasyon egrisi
dikkate alindi. Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x ( absorbans ) degeri
formule konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.
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y = 0,0057x + 0,0002
R2 = 0,9996

cooooo0
O NWRARUITON

~

0 50 100 150
[NaNO,], pmol/L

Absorbans, 545nm

Sekil 3.14 Nitrik Oksit kalibrasyon egrisi

3.7.3.4 Katalaz (CAT) aktivitesinin élcimd

Prensip

CAT H;0;'in yikimini katalize eder. H,0,'in katalaz tarafindan yikim hizi
H,O.'in 230 nm’'de 1sigi absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak dlculir (Beutler, 1984) .

2 H,O, — CAT 2 H>,O + O
Kullanilan Cozeltiler
e 10 MM HzOz
e 0.05 M Fosfat Tamponu (pH 7.4)
e Tris Tamponu (pH 8.0): Tris-HCI 1M + 5mM EDTA biraz distile suda

¢6zindl ve PH 8.0 olduktan sonra 100 mL distile suya tamamlandi ve
PH ayarlamak icin 2M Hcl'den kullanildi.

Doku homojenizasyonu

Karaciger dokulari homojenizatér kullanilarak 1/10 oraninda soguk
0.05 M Fosfat tamponu (pH:7.4) ile 0 °C'de homojenize edildi. Doku
homojenatlari 600 x g’de ve +4 °C’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek
supernatantlar elde edildi.

Deney prosediiri

Reaktifler tiplere Tablo 3.3'de gosterildigi sekilde koyuldu. Kor ve
drnek absorbanslari 230 nm dalga boyunda 0., 1. ve 2. dakikada 6lguldui.
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Tablo 3.3 Katalaz deney Protokoli

Cozeltiler Koér Ornek
Tris Tamponu 50 puL 50 uL
H20, 900 uL
H,O 930 ulL 30 uL

10 dk 37 °C’de inkiibasyon
Ornek | 20 pl | 20 ul

Katalaz Spesifik Aktivitesinin Hesaplanmasi

Katalaz aktivitesi (U/mL) = —AODXVt,,
0.071x Vo
AOD = Zamana gore absorbans degisimi
Vt = Toplam hacim
V6 = Ornek hacmi
0.071 = H07'in 230 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi

Katalaz aktivitesi

Katalaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

Protein miktari

3.7.3.5 Karaciger dokusunda protein 6lciimi
Prensip

Karaciger dokusundan elde ettigimiz homojenatlarin protein miktari
Bradford yontemi ile 6lctldl (Bradford, 1976).

Kullanilan gozeltiler

Coomassie Brilliant Mavi G-250
Ethanol %95
Fosforik asit (H3P0O4) %85

» 1 litre Bradford sollisyonu hazirlamak icin; 1 litrelik kabda 100 mg G-
250 Coomassie Mavisi boyasi 50 ml %95’lik etanol kullanilarak ¢ézuldu.

> Uzerine %85 lik fosforik asitten 100 ml eklendi.
> Distile su ile 1 litreye tamamlandi.

» Bu sollsyon derisik stok sollisyondur. Isiktan korunarak oda isisinda
saklanabilir. Kullanimdan 6nce whatman filtre kagidi ile stizildd. 5 kez
sulandiriidi.

Deney prosediiri

e 5 ul 6rnek 250 pl soltsyon ile karistirildi.
e 5 dakika oda isisinda bekledikten sonra 595 nm &lguldu.
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e Sigir serum albimini (BSA) ile seri dilisyon yapilarak standartlar
hazirlandi.

e Kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.15).

e Protein sonuglari mg/ml olarak ifade edildi.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

NO, CAT, CAPN, MDA o6lcimlerinde kullanilan homojenatlar kullanildi
ve dlcimlerin yapildigi fraksiyonlarda protein degerleri belirlendi.

Konsantrasyonlarin Hesaplanmasi

Ornek konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi icin protein standardi
olarak bovine serum albumin (BSA) 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.2 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandi.

Belirtecten 5 mL ve farkl konsantrasyonlardaki standarttan 0,1 mL
numaralandiriimis standart tlplerine eklendi.

Vortekslenen tlpler 5 dakika bekledikten sonra 595 nm’de
absorbanslar okundu.

Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office
Excel 2013 programi kullanilarak grafige gecirilerek standart grafigi elde
edildi (Sekil 3.15). Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi
kullanilarak hesaplandi.

Calismamizdaki kontrol ve deney grubuna protein konsantrasyon
saptanmas! icin sekil 3.15'deki kalibrasyon egrisi dikkate alindi.
Spektrofotometre cihazinin hesapladigi x (absorbans) dederi formile
konularak y (konsantrasyon) degeri elde edildi.

0,12 0,0008x + 0,0009
y = 4 X + I
E 0,1 R2 = 0,9985
0,08
Q 0,06
& 0,04
5§ 0,02
< 0
o 0 50 100 150
Ko
< [Protein], mg/L

Sekil 3.15 Protein kalibrasyon egrisi
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3.8 Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) Windows 22.0 paket programi kullanildi. Gruplar arasinda
klinik ve metabolik dedisken 6lcimleri agisindan fark olup olmadigini analiz
etmek igin 6ncelikle dagilimlarin normal dagdilima uygunluklari analiz edildi.
Parametrik verilerin normal dadilip dagiimadigi Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri kullanilarak degerlendirildi. Normal dagdilim gosteren
verilerin karsilastirilmalari Tek YonlG Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi
ve gruplarin ¢coklu karsilastiriimalarinda TUKEY HSD testi kullanilmistir. Tim
veriler ortalama + SD (standart sapma) ile birlikte verildi. Normal dagilim
gbstermeyen verilerin karsilastirimasinda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin
coklu karsilastinimalarinda TUKEY HSD testi kullanilmis ve veriler ortanca
deder, 25'inci ve 75’inci ylzdelik dederler olarak ifade edilmistir.
Degiskenler arasindaki iliskiyi gosterebilmek igcin normalite testleri sonucuna
gbre Pearson ve Spearman korelasyon testlerinden yararlanildi. P<0,05
istatistiksel olarak anlamlh kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Ortalama viicut agirhgi

Kontrol ve deney gruplarina ait sicanlarin vicut agirliklari deneyin 1.
gunl gavaj verilmeden énce, deneyin 6. ginl son doz gavajdan 24 saat
sonra (sakrifikasyon oncesi) iki farkli ginde hassas terazi ile tartildi.
Gruplara ait veriler sirasiyla Tablo 4.1 ve Tablo 4.2'de verilmistir.

Tablo 4.1 Kontrol gurubu hayvanlarina ait ortalama vicut agirhklar (gr).

Hayvan no 1.Gun agirhgi 5.Gun agirhgi
1 297 290
2 207 215
A 300 300
4 279 300
> 270 275
6 360 370
/ 270 360
i 360 390
° 400 280
10 300 280
11 320 345
12 348 350
13 337 405
14 330 330
15 400 320
16 288 380
17 330 360
18 362 295
19 365 336
20 360 380

Ortalama 328.5 335
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Tablo 4.2 Deney grubu hayvanlarina ait ortalama vicut adirhklar (gr).

Kontrol ve deney gruplarina ait sicanlarin vicut agirliklart farkh

Hayvan no 1.Gun agirhgi 5.Gun agirhgi
1 323 312
2 305 320
3 265 250
4 380 390
> 290 288
6 358 333
/ 300 300
8 335 305
9 334 329
N 335 335
. 318 360
12 347 338
X 300 315
15 315 348
= 298 305
7o 342 300
17 350 378
18 440 438
19 370 350
20 340 320

Ortalama 331.5 316

dénemlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermedi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait ortalama vicut agirhklarinin(gr)

istatistiksel olarak karsilagtiriimasi.

Deney basinda (1.gln)
Ortalama=xSD

Deney sonunda (5.gtn)
OrtalamaxSD

Kontrol

20

280.00(277.00-341.75)®

290.14+21.16

CuO-NP

20

289.00(276.75-341.25)?

292.00+19.74

n: Kullanilan hayvan sayisi

@ Kontrol grubu degerleri normal dagihm goéstermedikleri igin medyan (%25 - % 75) olarak
gosterilmistir. Diger gruplarda normal dagilim gésterdikleri igin ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.
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Grup iginde farkh glinlerdeki dederler tekrarli 6lglimler igin tek yonli varyans analizi ile
dederlendirilmistir

Doku alimi éncesi; kontrol ve deney gruplarina ait sicanlarin ortalama
vlicut agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(Tablo 4.3).

4.2 Ortalama karaciger agirlhigi ve hacmi

Sicanlar sakrifiye edildikten sonra, karaciger diseke edilerek cikarildi ve
fascia’lari temizlendikten sonra hassas terazi ile tartildi. Iki grupla ilgili
veriler Tablo 4.4 ‘de verilmistir. Ortalama karaciger agirligi kontrol grubunda
15.265 gr, NP grubunda 13.412 gr olarak bulundu (Sekil 4.1). Bu degerler
arasinda istatistiki olarak énemli fark bulundu (p<0.05*) (Tablo 4.5).
Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlara ait karaciger hacimleri asagida
verilmistir (Tablo 4.4). Kontrol grubu hayvanlarda ortalama karaciger hacmi
12.25 mL olarak hesaplanirken, bu deger, CuO-NP grubunda 12.88 mL
olarak bulunmustur (Sekil 4.2). Kontrol ve deney gruplarina ait sicanlarin
ortalama karaciger hacimleri arasinda istatistiki bakimdan anlaml bir fark
saptanmadi (Tablo 4.6).

Tablo 4.4 Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait karaciger agirliklari (gr) ve hacimleri
(ml) ile ortalama degerleri.

Gruplar Karaciger agirhgi Karaciger hacmi
1.hayvan 12.75 10.00
2.hayvan 15.37 12.00
3.hayvan 18.28 16.00
2| 4.hayvan 16.24 12.00
5 5.hayvan 12.01 10.00
* | 6.hayvan 15.22 17.00
7.hayvan 13.63 10.00
8.hayvan 18.62 11.00
Ortalama 15.265 12.25
1.hayvan 12.70 10.00
2.hayvan 13.26 11.00
3.hayvan 15.90 16.00
Z | 4.hayvan 14.00 10.00
O |_5.hayvan 12.05 13.00
o 6.hayvan 15.38 11.00
7.hayvan 11.08 17.00
8.hayvan 12.93 15.00
Ortalama 13.412 12.875
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Tablo 4.5 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarina ait karaciger agirliginin istatistiksel
degerlendirmesi.

Karaciger agirligi(gr) I
n Ortalama+SD P degeri
Kontrol 20 15.26 £ 2.42
p<0.05%*
CuO-NP 20 13.41 £ 1.62
20,00
18,00 *
m
o 16,00 ‘l
N
- 14,00
o)l
= 12,00
—
> 10,00
(]
L 800
Q
XD 6,00
o
©@ 4,00
G
2,00
X
0,00 ———— —
Kontrol CuO-NP
n= 20 n=20

Sekil 4.1 Kontrol ve CuO-NP gruplarinin karaciger agirligini gosteren grafik.

Tablo 4.6 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarina ait karaciger hacminin istatistiksel
dederlendirmesi.

Karaciger hacmi(ml) o
: Ortalama=SD P degeri

Kontrol 20 12.25 £ 2.76
p>0.05

CuO-NP 20 12.88 £ 2.80
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ns

= = = =
o N oA o
o o o o
o o o o

8,00
6,00

4,00

Karaciger hacmi (ml)

2,00

0,00
Kontrol CuO-NP
n=20 n=20

Sekil 4.2 Kontrol ve CuO-NP gruplarinin karaciger hacmini gésteren grafik.

4.3 Histolojik bulgular

4.3.1 Isik mikroskobi bulgulari

Kontrol grubuna ait hayvanlardan alinan karaciger oOrneklerinin
Hematoksilen Eozin boyama yapilmis preparatlarinin yapilan histopatolojik
incelemelerinde: kontrol grubunu olusturan sicanlarin karacigerlerinin
parankimal dokusunda hepatosit hlicreleri, portal alan ve sinlizoidal yapilar
normal olarak gézlendi (Sekil 4.3), (Tablo: 4.7).
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Sekil 4.3 Kontrol grubuna ait H&E kesit gorintisa.

Normal yapida hepatosit hlicreleri (A), v: v. centralis, ve: venll, a: arteriol, s: safra kanali)
(a-d) (bar: 200um, bar:100um, bar: 50.0um, (H&E )

CuO-NP grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin Hematoksilin Eozin boyama yapilmis preparatlarinda, yapilan
histopatolojik incelemelerde: CuO-NP grubunu olusturan siganlarin
karacigerlerinde parankimal dokuda yodun hasar go6zlendi. Hepatosit
hicrelerinde dejenerasyon, karyolizis ve bu hicrelerin i1sinsal dizilimlerinin
tamamen bozuldugu goéruldd. Ayrica, sinlzoidal dilatasyon, portal alanda
hicresel infiltrasyon ve dilate venul yapilarn goéralda (Sekil 4.4) (Tablo 4.7).
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Sekil 4.4 CuO-NP grubuna ait H&E kesit gorintisu.
Hepatosit hlcrelerinde dejenerasyon (), karyolizis ( A) ve isinsal dizilim bozuklugu.
Ayrica, sinlizoidal dilatasyon (d), portal alanda hiicresel infiltrasyon (inf) ve dilate vendil
yapilari (;9 (v: v. centralis) (a-f). (bar: 200pm, bar:100um, bar: 50.0um, (H&E )
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Tablo 4.7 Kontrol ve deney grubuna ait hayvanlarin karaciger dokusunda gézlenen doku
hasari skorlamasi (H&E).

KARACIGER
HEMATOKSILEN
EOZIN BOYAMA

Hlcresel
hasar

Sintzoidal
dilatasyon

Hlcresel
infiltrasyon

Karyolizis | Asimetrik

hlcresel
dizilim

K1

0

K2

K3

K4

K5

K6

K7

K8

CuO-NP 1

CuO-NP 2

CuO-NP 3

CuO-NP 4

CuO-NP 5

CuO-NP 6

CuO-NP 7

CuO-NP 8

NWINWWWNWOoO|O|OO|O|0O|0|0O

WINININWWW|INO|IO|R|O|H|O|O|O

NWWWWWWNRFROIOrIOO+|O

NININIWINIWINNO|O|IO|O|O|O|O|O

WIWINWWINWW|O|O|O|O|O|O|O

Skorlamada;

Hasar yok 0
Az hasar 1
Orta hasar 2
Siddetli hasar 3

olarak degerlendirilmistir.

Diger taraftan, kontrol grubuna ait hayvanlarindan alinan karaciger
yapilmis preparatlarinda

orneklerinin

mikroskobik dederlendirmelerinde:
karacigerlerinde negatif boyanma goraldu (Sekil 4.5).

TUNEL boyama
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Sekil 4.5 Kontrol grubu hayvanlarin karacigerlerinde, TUNEL negatif boyanma.
(bar:100pum, bar: 50.0um, TUNEL,).

CuO-NP grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin  TUNEL boyama vyapilmis preparatlarinda vyapilan 1sik
mikroskobik degerlendirmelerinde: CuO-NP grubunu olusturan sican
karacigerlerinde pozitif boyanma gozlendi (Sekil 4.6).

““."-‘,.1;1:-’.» v \"-*\'- .
.'r‘)"."f '_I.,. 5&9;

T ek

Sekil 4.6 CuO-NP grubu hayvanlarin karacigerlerinde, TUNEL pozitif boyanma gosteren
apoptotik hiicreler (#) (bar:100um, bar:50.0um, TUNEL).

Kontrol grubuna ait hayvanlardan alinan karaciger 6rneklerinin Kaspaz
3 boyama vyapilmis preparatlarinin  yapillan 1stk  mikroskobik
degerlendirmelerinde; kontrol grubunu olusturan sicanlarin karacigerlerinde
negatif boyanma goézlendi. Ayrica bazi preparatlarda sinirh da olsa soluk
boyanma dikkat gekti (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kontrol grubu hayvanlarin karacigerlerinde Kaspaz-3 negatif boyanma.
(bar:100pum, bar: 50.0um, Kaspaz-3).

CuO-NP grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin Kaspaz-3 boyama vyapilmis preparatlarin yapilan 1sik
mikroskobik dederlendirmelerinde: CNP grubunu olusturan sican
karacigerlerinde pozitif boyanma gozlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 CuO-NP grubu hayvanlarin karacigerlerinde Kaspaz-3 pozitif boyanma (#)
(bar:100pm, bar:50.0um, Kaspaz-3).
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4.3.2 Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) incelemesi sonucu
elde edilen bulgulari

Kontrol grubu hayvanlara ait karaciger doku oOrneklerinin
incelemelerinde: Disse araliginda normal yapida mikrovillus uzantilari ()
ve endotel hucreleri (V)’ hepatositler arasindaki safra kanaliktlleri (s) ile
birlikte hepatositlerde normal yapida mitokondriler (Mi), lipid damlalarn (L),
endoplazmik retikulum (Rer), ukromatik nidkleus (N), nutkleolus (Nuc) ve
nukleer zar (gift okbasi) gbézlendi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Kontrol grubu: Karacigerin transmisyon elektron mikroskobik gérintisu.
Disse araligindaki mikrovillus uzantilari ({l), iki hepatosit arasindaki safra kanalikilleri (s),
endotel hicreleri (<7), mitokondri (Mi), lipid damlalari (L), endoplazmik retikulum (Rer),
normal eukromatik yapili nukleus (N) ve nukleolus yapisi (Nuc), dlizglin nukleer zar (gift
okbasi) yapisi ile normal histolojik yapida hepatosit hlicresi gézlenmekte (kursun sitrat,

uranil asetat, bar: 500 nm, bar: 1 pym).
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CuO-NP grubu hayvanlara ait karaciger doku orneklerinin incelemelerinde:
hepatositlerde, normal gérintumlerini yitirmis ve kristalar dejenere olmus
mitokondri yapilari (A ), buydk lipid damlaciklari (L), dilate olmus
endoplazmik retikulum cisterna’lar ( =) ve bltlinligind kaybetmis nukleus
zarn (cift okbasi) gozlendi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 CuO-NP grubu: Karacigerin transmisyon elektron mikroskobik gortnttsu.
Normal gérindmlerini yitirmis kristalari dejenere olmus mitokondri yapilari( |\ ), hepatosit
hicresinde blyuk lipid damlaciklar (L), dilate olmus endoplazmik retikulum sisternalari
(=) ve butunligunu kaybetmis nukleer zar (gift okbasi) yapilari dikkat cekmekte
(kursun sitrat, uranil asetat, bar: 500 nm, bar: 1 um).
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4.4 Morfometrik bulgular
4.4.1 Karaciger ortalama lobiil alani

Her iki gruptaki karaciger lobil alanlari cekilen fotograflar (izerinde Zen
2 software kullanilarak hesaplandi, gruplara ait karaciger lobil alanlar ve
bunlarin ortalama dederleri Tablo 4.8’de verilmistir. Bu dederler sltun
grafigi olarak da Sekil 4.11'de gosterilmistir. Kontrol grubundaki ortalama
karaciger lobil alani 373,145 um? bulunurken, CuO-NP grubunda 266,85
um? olarak hesaplandi. Kontrol ve CuO-NP gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmadi. (p>0.05) (Tablo 4.9).

Kontrol grubundaki hayvanlarin ortalama lobll alani ve CuO-NP
grubundakilere gdére istatistiki olarak farkli bulundu (Sekil 4.11).

Tablo 4.8 Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait ortalama karaciger lobul alanlari ve
grup ortalamalari (um?) degerler.

Kontrol CuO-NP

1.hayvan 417,09 247,55
2.hayvan 470,28 476,87
3.hayvan 563,28 478,71
4.hayvan 492,26 526,04
5.hayvan 484,85 418,43
6.hayvan 401,25 457,43
7.hayvan 329,20 286,15
Grup ortalamasi 373,145 266,85

Tablo 4.9 Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait ortalama karaciger lobul alaninin
(umz) istatistiksel degerlendirmesi.

Kontrol CuO-NP p degeri

Lobiil Alani 451,17+ 75,59 413,02+ 105,39 p>0.05 ns

Gruplarda normal dagilim gozlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Gruplar kiyaslamak igin tek yénla varyans analizi kullaniimistir (p>0.05).
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Sekil 4.11 Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin ortalama karaciger lobul alanlarinin
karsilastiriimasi gosteren grafik. Grafikte verilen dederler ortalama* standart hatayi
gdstermektedir.

4.4.2 Karacigerde ortalama vena centralis ¢capi

Tum sicanlarda v. centralis caplari Zen 2 software programi kullanilarak
Olctldl. Buna gore kontrol ve CuO-NP grubuna ait hayvanlarin ortalama v.
centralis caplari ve bunlarin grup ortalama degerleri sirasiyla Tablo 4.10 ve
4.11'de verilmistir. Kontrol grubu sicanlarinin karacigerlerinde ortalama v.
centralis cap!t 70,69 um olarak bulunurken, CuO-NP grubunda bu deder
61,75 um olarak hesaplandi. istatistiksel bakimdan gruplar arasinda anlaml
bir fark bulunmadi (p>0.05)(tablo 4.12 ,Sekil 4.12).

Tablo 4.10 Kontrol grubu hayvanlarina ait karacigerdeki ortalama
v. centralis gaplari (pm).

Vena centralis caplari
1.hayvan 95,08
2. hayvan 46,69
3. hayvan 61,95
4. hayvan 68.69
5. hayvan 96,55
6. hayvan 97,58
7.hayvan 94,67
Ortalama 70,69
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Tablo 4.11 CuO-NP grubu hayvanlarina ait karacigerdeki ortalama v.
centralis gaplari (pm).

Vena centralis caplari

1.hayvan 54,19
2. hayvan 67,19
3. hayvan 85,93
4. hayvan 81,67
5. hayvan 125,18
6. hayvan 63,17
7.hayvan 65,8

Ortalama 61,75

Tablo 4.12 Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait ortalama v. centralis caplarinin (pm)
istatistiksel dederlendirmesi.

Kontrol CuO-NP p degeri*
Ortalama
v.centralis | 81.68 (50.50- 96.18) | 68.25(63.83- 84.86) p>0.05 ns
gapi

Gruplardaki veriler normal dagiim gostermediginden median (%25-%75) olarak
verilmigtir.
*Gruplar kiyaslamak igin tek yonld varyans analizi kullanilmistir (p>0.05).
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Sekil 4.12 Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin karacigerlerinde, ortalama v. centralis
caplarinin karsilastiriimasi gésteren grafik. Grafikte verilen dederler ortalamaz+ standart
hatayl géstermektedir.
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4.4.3 Siniizoid / karaciger dokusu orani (V,)

Kontrol ve CuO-NP grubu sicanlara ait sinlizoid / karaciger parankimi
oranlari (Volume fraction) (V,) ve bunlarin ortalama degerleri sirasiyla Tablo
4.13 ve Tablo 4.14'de \verilmistir. Kontrol grubunda ortalama
sinlzoid/karaciger parankimi orani 0.23 olarak bulunurken, CuO-NP
grubunda 0.37 olarak hesaplandi. Istatistiki bakimdan, gruplarin degerleri
arasinda ileri dizeyde fark bulundu (p<0.001) (Tablo 4.15). CuO-NP
grubunda kontrol grupla kiyaslandiginda sinizoitlerde bariz bir genisleme
gbzlemlenmistir. Bu gruplarin ortalamalar arasindaki fark Sekil 4.13'de
gbsterilmistir.

Tablo 4.13 Kontrol grubundaki sinlizoid / karaciger dokusu orani.

C")rna(=.|:Inelme 1.Sigan 2.Sigan 3.Sigan 4.Sigan 5.Sigan 6.Sigan 7.Sigan
0,16 0,16 0,22 0,27 0,22 0,33 0,22
2 0,14 0,31 0,24 0,24 0,24 0,27 0,20
3 0,10 0,29 0,20 0,22 0,29 0,22 0,33
4 0,12 0,18 0,18 0,20 0,18 0,24 0,16
5 0,16 0,20 0,18 0,18 0,16 0,18 0,22
6 0,14 0,18 0,16 0,22 0,20 0,20 0,24
7 0,18 0,22 0,22 0,20 0,22 0,22 0,27
8 0,24 0,24 0,29 0,29 0,27 0,20 0,20
9 0,20 0,20 0,22 0,24 0,29 0,24 0,18 grup
10 0,14 0,33 0,20 0,27 0,24 0,31 0,18 ORT
ORT 0,16 0,16 0,22 0,27 0,22 0,33 0,22 0.23
Tablo 4.14 CuO-NP grubundaki sinlizoid / karaciger dokusu orani.
Om:]::me 1.Sigan 2.Sigan 3.Sigan 4.Sigan 5.Sigan 6.Sigan 7.Sigan
1 0,33 0,39 0,41 0,35 0,33 0,37 0,39
2 0,31 0,33 0,39 0,47 0,41 0,33 0,41
3 0,33 0,29 0,43 0,43 0,39 0,35 0,39
4 0,29 0,39 0,37 0,41 0,51 0,43 0,39
5 0,35 0,41 0,33 0,39 0,47 0,41 0,39
6 0,37 0,37 0,51 0,37 0,49 0,47 0,37
7 0,27 0,43 0,43 0,35 0,57 0,39 0,35
8 0,33 0,39 0,39 0,43 0,33 0,53 0,39
9 0,29 0,29 0,37 0,45 0,29 0,41 0,43 grup
10 0,41 0,33 0,43 0,39 0,39 0,33 0,45 ORT
ORT 0,33 0,39 0,41 0,35 0,33 0,37 0,39 0.37
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Tablo 4.15 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarina ait sintizoid / karaciger dokusu
oraninin istatistiksel dederlendirmesi.

Kontrol CuO-NP p deger

Siniizoid /

KC parankim 0.23 + 0.06 0.37 + 0.03 p<0.001

Gruplarda normal dagilim gézlendigi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yoénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.13 Kontrol ve CuO-NP gruplarinin sintzoid / karaciger dokusu oranini gésteren
grafik. Grafikte verilen dederler ortalama + standart hatayi géstermektedir.
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4.4.4 Niikleus/hepatosit hiicre govdesi orani (V,)

Tdm sicanlarda TEM ‘de cekilen fotograflar tizerinde sistematik random
sampling yoluyla nokta sayim metodu kullanarak nukleus/hepatosit hticre
gbvdesi orani hesaplandi. Buna goére: kontrol ve CuO-NP gruplarina ait
karacigerlerde nlkleus/hepatosit hlicre godvdesi oranlari sirasiyla Tablo
4.16'de verilmistir. Istatistiksel bakimdan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamistir (p>0.05)(Sekil 4.14).

Tablo 4.16 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarin karacigerlerinde nukleus/ hepatosit
hicre govdesi oranlarinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol CuO-NP p degeri
Niikleus/total
hepatosit hiicre 17,43 £ 1,73 17,89 £ 2,73 p>0.05 ns
orani

Gruplarda normal dagilim gézlendigi icin ortalama + standart sapma olarak verilmigtir.
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Sekil 4.14 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarinin karacigerlerinde niikleus/ hepatosit
hiicre govdesi oranini gosteren grafik.
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4.4.5 Mitokondri/Sitoplazma orani (V)

Kontrol ve CuO-NP grubu tim sicanlarin karacigerlerinde hepatositler
icerisinde; mitokondri/Sitoplazma oranlari Buna gére kontrol, CuO-NP
grubuna ait sicanlarda mitokondri/Sitoplazma oranlari ve bunlarin ortalama
degerleri Tablo 4.17'de verilmistir. Kontrol grubunda bu oran 0.30 olarak
bulunurken, CuO-NP grubunda 0.22 olarak hesaplandi. Gruplar arasinda
istatistiksel bakimdan anlamli fark bulundu (p<0.05) (Tablo 4.18). CuO-NP
grubunda, hepatositler icerisinde, mitokondri/Sitoplazma oranlarinin
kontrol grubuna goére azaldigi gozlendi.

Tablo 4.17 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarinda hepatositlerdeki
Mitokondri/Sitoplazma oranlari.

Kontrol CuO-NP
1.hayvan 0,28 0,2
2.hayvan 0,2 0,28
3.hayvan 0,32 0,16
4.hayvan 0,4 0,16
5.hayvan 0,28 0,22
6.hayvan 0,32 0,24
7.hayvan 0,3 0,28
Grup ortalamasi 0,3 0,22

Tablo 4.18 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarinda hepatositlerdeki
Mitokondri/Sitoplazma oranlarinin istatistiksel dederlendirmesi.

Kontrol CuO-NP p degeri

Mitokondri /

=
Sitoplazma 0.3 £ 0.06 0.22 £ 0.05 p<0.05

Gruplarda normal dagilim gézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplar kiyaslamak igin tek yoénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.15 Kontrol ve CuO-NP gruplarinin Mitokondri / Sitoplazma orani gosteren grafik.
Grafikte verilen dederler ortalama + standart hatayi géstermektedir (p < 0.05).
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4.4.6 Birim alana diisen mitokondri sayisi (N,)

Tum sicanlarda birim alana dlisen mitokondri sayisi, Number in area
metoduna goére hesaplandi. Buna gére Kontrol, CuO-NP grubuna ait birim
alandaki (um?) mitokondri sayisi ve bunlarin ortalama degerleri hesaplandi.
CuO-NP grubu sicanlarinin karacigerlerinde birim alana disen mitokondri
sayisi (Na) kontrol grubu sicanlara gore istatistiksel olarak anlamh sekilde
onemli derecede azaldi (p<0.01). Kontrol grubunda bu deder 0,84 olarak
bulunurken, CuO-NP grubunda 0,43 olarak hesaplandi (Tablo 4.19, Sekil

4.16).

Tablo 4.19 Kontrol ve CuO-NP grubu hayvanlarin hepatositlerinde birim alana disen
mitokondri sayilarinin (N,) istatistiksel degerlendirmesi.

Kontrol

CuO-NP

p degeri

(N2)

Mitokondri

0,84 (0,66- 0,90) 0,43(0,36- 0,55)

p<0.01

Gruplardaki veriler normal dagiim gostermediginden median (%25-%75) olarak

verilmigtir.

*Gruplari kiyaslamak igin tek yénld varyans analizi kullanilmistir.
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Sekil 4.16 Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin karacigerlerinde birim alana disen

mitokondri sayisini (N,) gosteren grafik.
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4.5 Biyokimyasal Analiz Bulgular
4.5.1 Sican serumundan Olciilen markerlerin bulgulari
4.5.1.1 Tumér nekroz faktér-a (TNF-o) dizeyi bulgulari

Calismamizdaki Serum TNF-a dederleri ve bunlarin istatistiksel
analizleri Tablo 4.20" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarin serumlarinda
TNF-o dizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ileri dlizeyde anlamli
olarak fazla bulundu (p<0,001), (Tablo 4.20 ve Sekil 4.17).

Tablo 4.20 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum TNF-a dlizeyi

TNF-a (pg/ml) ol
Gruplar N ortalama %= standart sapma P s
Kontrol 9 0,91+0,04
p<0,001
CuO-NP 9 1,05+0,11

Gruplarda normal dagilim gézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.17 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum TNF-o dlzeyleri
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4.5.1.2 Interlékin-6 (IL-6) diizeyi bulgulari

Calismamizda Serum IL-6 dizeyi 6lcildl ve bu degerlerin istatistiksel
analizleri Tablo 4.21" de verilmistir. Calisma gruplarimizin Serumunda IL-6
dizeyi istatistiksel olarak degerlendirildiginde; kontrol gruplari ile CuO-NP
gruplari arasinda istatistiksel olarak ileri duzeyde fark bulundu
(p<0,001***) (Tablo 4.21 ve Sekil 4.18).

Tablo 4.21 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum IL-6 dlzeyi.

IL-6 (pg/mL) o .
Gruplar N ortalama = standart sapma p degeri
Kontrol 9 0,28 £0,12
p<0,001
CuO-NP 9 0,61 £0,14

Gruplarda normal dagilim goézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yonll varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.18 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum IL-6 dlzeyi
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4.5.1.3 Alanin aminotransferaz (ALT) dlzeyini bulgulari

Calismamizdaki Serum ALT dederleri ve bunlarin istatistiksel analizleri
Tablo 4.22" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarin serumlarinda ALT
dizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde az bulundu

(p<0,01), (Tablo 4.22 ve Sekil 4.19).

Tablo 4.22 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum ALT dizeyi.

ALT (ng/ml)
Gruplar N ortalama * standart p degeri
sapma
Kontrol 9 0,40 +0,21
p<0,01
CuO-NP 9 0,17 £0,09

Gruplarda normal dagilim gézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yoénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.19 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum ALT dlzeyleri
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4.5.1.4 Aspartat aminotransferaz (AST) dlzeyi bulgulari

Calismamizdaki Serum AST dederleri ve bunlarin istatistiksel analizleri
Tablo 4.23" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarinin serumlarinda AST
dizeyi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli derecede fazla
bulundu (p<0,05). (Tablo 4.23 ve Sekil 4.20).

Tablo 4.23 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum AST dlzeyi.

AST (ng/ml) o
Gruplar N ortalama = standart sapma p degeri
Kontrol 9 1,51 £ 0,27
p<0,05
CuO-NP 9 1,78 £ 0,29

Gruplarda normal dagilim gézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yoénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.20 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum AST dlzeyleri
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4.5.1.5 Kalpain (CAPN1) aktivitesi duzeyi bulgulari

Calismamizdaki Serum CAPN1 dederleri ve bunlarin istatistiksel
analizleri Tablo 4.24" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarinin
serumlarinda CAPN1 duzeyi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0,05). (Tablo 4.24 ve Sekil 4.21).

Tablo 4.24 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum CAPN1 dizeyi.

CAPN1 (ng/mg protein)

Ortanca (%25-%75) p degeri

Gruplar N

Kontrol 9 0,30 (0,13-0,46)
p<0,05

CuO-NP 9 0,55 (0,36-0,86)

1,20

1,00-

0,804

CAPN1 0.60- o

0.40 _]_
0,20
3 i

0.00 T T
KONTROL NP

Sekil 4.21 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki serum CAPN1 dlzeyi
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4.5.2 Doku homojenatin‘dan olgiilen biyokimyasal markerlerin
bulgulari

4.5.2.1 Malondialdehid (MDA) dlizeyi bulgulari

Calismamizdaki karaciger dokusunda MDA degerleri ve bunlarin
istatistiksel analizleri Tablo 4.25" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarinin
karaciger dokusunda MDA diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
cok anlaml dizeyde fazla bulundu (p<0,01). (Tablo 4.25 ve Sekil 4.22).

Tablo 4.25 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda MDA dzeyleri.

MDA (nmol/mg protein)
Gruplar N ortalama = standart sapma p dederi
Kontrol 9 11,90 £ 0,81
p<0,01
CuO-NP 9 13,79 £ 1,71

Gruplarda normal dagilim goézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yonli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.22 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda MDA dUlizeyleri
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4.5.2.2 Nitrik oksit (NO) duzeyi bulgulari

Calismamizdaki karaciger dokusunda NO dederleri ve bunlarin
istatistiksel analizleri Tablo 4.26" de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarinin
karaciger dokusunda NO dizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede az bulundu (p<0,05). (Tablo 4.26 ve Sekil 4.23).

Tablo 4.26 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda NO duizeyleri.

NO (nmol/mg protein)
Gruplar N ortalama = standart sapma p degeri
Kontrol 9 1,53 £ 0,16
p<0,05
CuO-NP 9 1,34 £ 0,13

Gruplarda normal dagilim gézlendidi icin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarn kiyaslamak igin tek yoénli varyans analizi kullaniimistir.
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Sekil 4.23 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda NO dizeyleri
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4.5.2.3 Katalaz (CAT) duzeyi bulgulari

Calismamizdaki

4.24)

Tablo 4.27 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda CAT dlzeyleri.

karaciger dokusunda CAT degerleri
istatistiksel analizleri Tablo 4.27' de verilmistir. CuO-NP grubu hayvanlarin
karaciger dokusunda CAT dizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
ileri dizeyde anlamh olarak az bulundu (p<0,001). (Tablo 4.27 ve Sekil

Gruplarda normal dagilim gozlendidi igin ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Gruplarn kiyaslamak igin tek yénli varyans analizi kullaniimistir.

CAT (Mmol/mg protein)
Gruplar N ortalama = standart sapma p degeri
Kontrol 9 17,09 £ 2,98
p<0,001
CuO-NP 9 13,12 £ 1,89

[CAT], pmol/mg protein
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Sekil 4.24 Kontrol ve deney grubu hayvanlarindaki karaciger dokusunda CAT duzeyleri
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5 TARTISMA

Karaciger vicutta yerlesen en blylk bez olup 500'den fazla hayati
fonksiyonu yerine getirir (Naruse, Tang ve Makuuchi, 2007). Glikojenez,
plazma proteinleri, pihtilasma faktérleri ve Ure gibi kan akisinda salinan
drtnlerin sentezinde yer alir. Aminoasitlerin kan seviyelerini dizenler,
Karaciger parankimi, glikojen, yag ve yagda ¢ozilinen vitaminler gibi bircok
ardn icin bir saklama organi olarak hizmet eder. Bagirsaklara atilan safra
adi verilen bir maddenin Uretiminde de yer alir (Singh, Bhat ve Sharma,
2011). Karaciger gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle bircok
yabanci maddenin metabolizmasindan sorumludur ve ilag toksisitesi igin
hedef organdir (Eren, Temizel ve Kocak, 2004). Hepatotoksisite, farkli
maddelerin etkisinden sonra karacigerin islev bozuklugu veya karaciger
hasarini ifade eder (Navarro ve Senior, 2006). Karaciger hasarina neden
olan kimyasallara hepatotoksin adi verilir. Hepatotoksikanlar, klinik 6nemi
olan eksojen bilesiklerdir ve bazi tibbi ilaglarin, endlstriyel kimyasallarin,
dogal kimyasallarin, bitkisel ilaglarin ve besin takviyelerinin asiri dozlarini
icerebilir (Singh vd., 2011). Hepatotoksinler karacigerde biyokimyasal
olaylar ile safra ve idrardan atiimlarini mdmkdn kilan hidrofilik yapiyi
kazanirlar. Biyotransformasyondan sorumlu ana organ olmasi karacigeri
ayni zamanda ilag toksisitesinin hedefi haline getirir. Enzim sisteminin
genetik polimorfizmi, vyas, cinsiyet farkliliklari, enfeksiyonlar, bazi
hastaliklara eslik eden karaciger hastaliklari ve birlikte kullanilan ilaglar gibi
nedenlerle ayni ilaca, esit farmakolojik dozda verilmesine ragmen, kisiler
farkli reaksiyon verebilirler (Eren vd., 2004).

Bakir oksit nanopartikdlt gida, kozmetik, elektrik pilleri ve birgok
sektérde kullanilan elementlerden biridir. Nanopartikillerin vlicuda girisi
solunum, agiz ve deri ylizeyinden emilim ile kolayhkla gerceklesmektedir.
Klguk boyutlarn sayesinde vicut icerisinde kolaylikla hareket edebilmekte
ve hicre icerisine kolaylkla girebilmektedirler. Bu yollarla i¢ organlara
ulasan nanopartiktller tehlikeli reaksiyonlari baslatabilir. Bu hasarlari ortaya
koyabilmek adina birgok arastirmaci deney hayvanlarl {zerinde bu
maddelerin farkli organlar (akciger, karaciger, kalp, beyin, bdbrek, dalak ve
deri) Uzerinde biraktiklari hasari arastirmis ve hala da arastirmaktadirlar
(Alarifi vd., 2013; Chen vd., 2006; Elsaesser ve Howard, 2012; Yokohira
vd., 2009; Zhang vd., 2016).

Hussain ve arkadaslarinin sican karacigerinden elde edilen BRL 3A
hicre hattinda hicre kultirinde vyaptiklan calismada, farkhh metal
nanopartiktller denemisler ve elde etikleri sonuglara gbére metal oksit
nanopartiktllerin diger metal nanopartikillerle kiyasla karaciger hucresi
Uzerinde daha da c¢ok toksik etki biraktigini ortaya koymuslardir (Hussain,
Hess, Gearhart, Geiss ve Schlager, 2005). Studer ve arkadaslarin goére, bir
nanopartikilin sitotoksisite etkisi, hlicre ici cozinarligine baghdir ve hiicre
kaltirinde yaptiklari bu calismanin sonucuna goére, ayni hlcre Uzerinde
karbon ile kaplanmis bakir nanopartiktll ve bakir oksit nanopartikdillerinin
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hasarlari  karsilastirildiginda, CuO-NP nanopartikllinin c¢ok ylksek
derecede sitotoksisite gosterdigi saptanmistir (Studer vd., 2010).

Bakir oksit nanopartikili ucuz olmasi ve Uretimi diger nanopartikillere
oranla daha kolay olmasi nedeni ile en ¢ok kullanilan bir nanopartiktlden
birisidir (El-Trass, EIShamy, EI-Mehasseb ve El-Kemary, 2012). Bu nedenle
calismamizda, hasar mekanizmasi tam aciklanmamis olan bakiroksit
nanopartikullerinin kullanilmasi planlanmistir.

Zhang ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda yayinlanan derleme
sonuclarina goére; vucuda giren nanopartikiller hepatosit hucreleri ile
reaksiyona girerler. Buyuk boyutlu nanopartiklller farklh bariyerlere
takilirken, klcuk boyutlu olanlari tim bu bariyerleri asip, en son safra
sistemi ile sindirim kanalina gecgerler ve defekasyon yoluyla disar atilirlar
(Zhang vd., 2016). Bakir nanopartikullerin etkileri Gzerinde yapilan bir in
vivo arastirma sonuglarina gore, bu partikiller karaciger dokusunda nekroza
ve bazi yapisal degisikliklere neden olmaktadir (Doudi ve Setorki, 2014;
Sizova vd., 2011).

Nanopartikil boyutu hasar verme derecesini belirlemek icin énemli bir
faktordir (Elsaesser ve Howard, 2012). Karlosan ve arkadaslarinin 2008'de
yaptiklari calismaya gére, 100 nm den klcuk boyuta sahip olan bakir oksit
nanopartikulleri cok daha zararlidir (Hanna L Karlsson vd., 2008; H. L.
Karlsson, Gustafsson, Cronholm ve Moller, 2009; Magaye, Zhao, Bowman
ve Ding, 2012). Bu sebeple, yaptigimiz 6n calismalarla; calismamizda
kullanilacak olan nanopartiklllerin boyutlari TEM mikroskop goéruntdleri ile
kontrol edilmistir.

Degisik calismalarda CuO-NP’nin karaciger, dalak ve bobrek
dokularinda toksik etkiler gosterdigi (Chen vd., 2006; Lei vd., 2008) ya da
karacierde hepatositlerde nekroza ve apopitoza neden oldugu
gbsterilmistir (Wang, Chen, Long, Liu ve Yan, 2016). Yine, CuO-NP
nanopartikullerinin insan derisinin keratinize hlcrelerinde de sitotoksik ve
genotoksik etkilere neden oldugu da ortaya konulmustur (Alarifi vd., 2013).

Calismamizda CuO-NP verilen siganlarin vicut agirliklari ve karaciger
hacimlerinin, kontrol grubu hayvanlarina gore degismedigi belirlenmis
karaciger adirliklari kontrol grubu hayvanlara goére istatistiksel olarak
anlamh derecede azalmistir (p<0.05). Bulgularimizin aksine, Lei ve
arkadaslari sicanlarda CuO-NP maruziyeti sonrasi bariz bir kilo kaybi
oldugunu buna karsin karaciger adirliklarinin kontrol grubuna gore
degismedigini rapor etmislerdir (Lei vd., 2008). Diger taraftan, Reddy ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada, farkl dozajlarda demir oksit
nanopartiktlli uygulanan sicanlarda, sadece 300 ve 1000 mg/kg
nanopartiktl uygulanan hayvanlarin, uygulamanin 3. ve 4. haftalarinda
kontrol hayvanlarina goére anlamli derecede kilo kaybi vyasadiklari
gbzlenmistir (Reddy, Prabhakar ve Mahboob, 2017). Calismamizda
kullanilan sicanlarda anlamh kilo kaybinin olmamasini, verilen CuO-NP
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nanopartikdli dozajinin azligina (200 mg/kg) ve verilis slresinin kisa
olmasina (5 glin) bagl oldugunu disiinmekteyiz.

Calismamizda siganlara uygulanan CuO-NP’nin akut ddénemde,
karacigerde hepatosit hicrelerinde karyolizise, dejenerasyona ve bu
hicrelerin 1sinsal tarzda olan dizilimlerinde bozulmalara neden olarak,
sinlzoidlerde genislemeye sebep oldugu gortlmustir. Nitekim,
calismamizda CuO-NP verilen siganlarin karacigerlerinde sinuzoidlerin
karaciger dokusu icerisindeki orani %37 olarak hesaplanirken, bu oran
kontrol grubu hayvanlarinda %?23 olarak gerceklesmistir. Bu durum bize
karaciger parankiminin dejenerasyona bagll olarak azaldigini isaret
etmektedir. Ultrastructural incelemelerde: hepatositlerde, normal
gérindmlerini yitirmis ve kristalari dejenere olmus mitokondri yapilarinin
gézlenmesi, buyuk lipid damlaciklarinin bulunmasi, dilate olmus
endoplasmik retikulum cisterna’larinin  mevcudiyeti ve butinlGguni
kaybetmis nukleus zari yapisi gérilmesi, bir dejenerasyonun varlidina isaret
etmektedir. Diger taraftan, CuO-NP grubuna ait hayvanlardan alinan
karaciger orneklerinin TUNEL ve Kaspaz-3 boyamalarda pozitif tepkime
vermesi de bu savunmamizi gliclendirmektedir. Bilindigi tGzere pozitif TUNEL
boyama, DNA fragmantasyonunun, pozitif kaspaz-3 tepkimesi de
proapoptotik hicre varliginin bir gostergesidir.

Khalaf ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada da CuO-NP kullanilan
sicanlarda, hepatositlerde nekrotik odaklarin varhgr ve sinlzoidlerin
genislemesinin yanisira TUNEL boyamalarda positif reaksiyon gdérilmustir
(Khalaf vd., 2017).

Bu konu Uzerinde vyapilan degisik in vitro calismalarda CuO-NP
maruziyetinin oksidatif strese neden oldugu ve bu durumun da DNA
hasarina yol actigi ortaya konulmustur (Magaye vd., 2012; Petersen ve
Nelson, 2010; M.-F. Song, Y.-S. Li, H. Kasai ve K. Kawai, 2012).

Gomes ve arkadaslan 7 glunlik CuO-NP maruziyetinin, DNA hasarina
yol acarak, kaslarin hemositlerinde genotoksik etkiye sahip oldugunu ileri
surmektedirler (Gomes vd., 2013). Oksidatif DNA hasarinin en 6nemli
marker’t 8-Hidroksi-2'-deoksiganozin olup bu mutajen CuO-NP’ye maruz
birakilan farelerde hepatosit hiicrelerinin DNA’sinda doza bagl bir sekilde
artmistir (M. F. Song vd., 2012)

Karaciger hasarini belirleyen biyomarkerlar arasinda
aminotransferazlar (ALT ve AST) en sik kullanilanlardir (McGill, 2016).
Alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesi, hepatotoksisitenin en sik izlenen
biyolojik belirtecidir. Aspartat aminotransferazlar (AST) ise protein
Uretiminde yardimci olan bir baska karaciger enzimidir (Singh vd., 2011).

Calismamizda, CuO-NP verilen sicanlarin serumlarindaki AST enzimi
seviyesi kontrol grubu hayvanlarina gére artarken, ALT seviyesi dusmustar.
Abdelhalim ve arkadaslarinin altin  nanopartiklllerinin  siganlarin
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karacigerlerindeki etkilerini arastirdiklari bir galismada, benzer sonuclar
rapor edilmistir (Abdelhalim ve Abdelmottaleb Moussa, 2013). Ayni dozajda
ve slrede CuO-NP verilen bir baska calismada, sicanlarin karaciger
dokularinda AST enzimi seviyesi bizim bulgularimiza paralel olarak artmis,
ancak ALT seviyesi bulgularimizin aksine artis gostermistir (B. Yang vd.,
2010). Yapilan calismalara gore karaciger hasarina bagh olarak Ast ve Alt
nin herikisinde birden artis olmasi beklenmektedir. Ancak ALT nin Ast den
bagimsiz olarak tersine etki goOstermesinin spesifik bir sebebi
bulunmaktadir. ALT seviyesindeki azalma mitokondri zari hasarinin bir
gbstergesidir ve bu zar hasarini takiben elektron transfer zincirinin
bozulmasi ile ATP Uretilmez ve hicre aneirobik ortamda pirovattan enerji
Uretebilmesi icin ALT enzimini kullanir. ALT miktarindaki dismenin bu
kullanim sonucu gergeklesir. Bununla birlikte AST sitoplazma ve mitokondri
icerisinde bulunan bir enzimdir ve mitokondrilerin parcalanmasi AST'deki
artisa sebeb olabilir.

ALT ve AST enzimleri, karaciger disinda kalp, kas, beyin ve bobrek gibi
diger organlarda da bulunur. Bu dokulardan birinin hasar gérmesi, bu
enzimlerin kan dlzeyinde yukselmesine neden olabilir (Nathwani, Pais,
Reynolds ve Kaplowitz, 2005).

CuO-NP verilen siganlarin  karaciger dokularinda, apoptozun
baslangicini goésteren proinflamasyon markerlari olan IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin artmis olmasi da hicre dejenerasyonuna isaret etmektedir.
Nitekim, Malaczewska ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, sican
splenosit hlcre kdltard numuneleri Gzerinde CuO-NP kullandiklarinda,
benzer sonuclar elde etmislerdir. Bu calismada da TNF-a ve IL-6 dlzeyleri
artmistir (Mataczewska, 2014).

Kalpainler 15 farkl Gyeden olusan bir enzim ailesidir. Kalpainler hiicre
iskeleti ve sinyal iletiminde gérev alan proteazler olup, ayrica hicre
déngusinun dluzenlenmesi ve apoptoz, inflamasyon, iskemi, nekroz gibi
diger fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde yer alirlar (Akdemir vd., 2008;
Kuralay ve Cavdar, 2006). Genellikle apoptoz sirasinda hucre iskeleti
bitinltgu bozulur, bunun asil nedeni, bu bitinligd koruyan proteinlerin
yapisinin bozulmasidir. Bu olaylari baslatan, stoplazmadaki proteazlarin
aktive olmasidir. Bu proteazlarin bir grubu da kalpainlerdir (Mani vd., 2008).

Mehendale ve arkadaslar, calismalarinda kalpain‘den, “6lim proteini”
olarak bahsetmisler ve bu enzimin karacigerdeki hasarin ilerlemesine neden
oldugunu ileri sirmuslerdir (Mehendale ve Limaye, 2005).

Nekrotik ve apoptotik hiicre 6limu sirasinda aktive olmus kalpain’lerin
lizozomal zarlara zarar verdigi belirlenmistir. iskemik olaylardan sonra ilk
olarak ortaya cikan olay, kalpain’lerin aktive olarak lizozomlarin zarlarina
yerlesmesidir ve sonrasinda da katepsin’ler sitoplazmaya sizarlar. Bu
gbzlemler “kalpain-katepsin hipotezi”’nin olusumuna neden olmustur.
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Kalsiyum aracili kalpain aktivasyonu; lizozomlarin yirtilmasi, &ldarici
katepsinlerin sizmasi ve hicrenin parcalanmasi ile sonuglanir (Syntichaki ve
Tavernarakis, 2003).

Calismamizda CuO-NP grubu siganlarin serumlarinda kalpain (CAPN1)
aktivitesi kontrol grubu hayvanlara goére anlaml derecede artis gosterdi.
Benzer bulgular Horie ve arkadaslarinin cerium oksit (CeO,)
nanopartikullerinin  kanserli  hlicre kultlrleri  Gzerindeki etkilerini
arastirdiklari calismalarinda da saptanmistir (Horie vd., 2014). Bu durum
hic siiphesiz hepatositlerde apoptozun varhgini gostermektedir. Limaye ve
arkadaslari da apoptoza giden veya nekrotik hepatositlerden salinan
kalpain‘in, hepatotoksisite modellerinde akut karaciger hasarinin
ilerlemesini indikledigini ileri stirmislerdir (Limaye vd., 2003).

Ray ve Banik’e gére: hiicre icerisinde Ca®* diizeyinin artisi kalpain’in
aktivasyonunu asiri sekilde artirir. Bunun sonucunda, hicre iskeleti ve
membran proteinlerinin parcalanma islemi artar ve sinir hucrelerinin
btlinliglnldn bozulmasi sonucu hiicre 6limu gerceklesir (Ray ve Banik,
2003).

Hepatosit apoptozunu ortaya koymada, oksidatif stres markerlari
bluylik o6neme sahiptir. Bu belirtecler nanopartikiller tarafindan ortaya
cikarilan ve hicre hasarinda etkili olan biyokimyasal yapilardir. Reaktif
oksijen  tdrleri (ROS) grubunda dederlendirilen bu belirtecler
nanopartikillerin toksik etkilerini aciklamak ve degerlendirmede 6nemlidir
(S. Siddiqui, Goddard ve Bielmyer-Fraser, 2015; L. Sun vd., 2011).

Calismamizda oksidatif stres hasarini degerlendirmek igin CuO-NP
verilen sicanlarin karaciger dokusunda sadece malondialdehit (MDA),
katalaz (CAT) ve nitrik oksit (NO) dlzeyleri dlcldi. Buna gbére, deney grubu
hayvanlarimizda MDA dlzeyi artarken, katalaz (CAT) ve NO duzeyleri
kontrol grubu hayvanlarina gére azaldi. Oksidatif stresin 6nemli bir
parametresi olarak kabul edilen Malondialdehid (MDA) enzimi lipid
peroksidasyonunun iyi bir gdéstergesidir. Calismamizda CuO-NP grubu
sicanlarin karacigerlerinde Malondialdehid (MDA) enziminin kontrol grubu
hayvanlara gére anlamli derecede artis géstermis olmasi, CuO-NP’nin sican
karacigerinde oksidatif strese neden oldugunu géstermektedir.

Bizim bulgularimiza benzer bulgular Khalaf ve arkadaslar tarafindan da
saptanmistir. Bu calismada da bakir nanopartikili hepatotoksisitesinde
reaktif oksijen turlerini (ROS)'un 6nemli rolinden ve bakir nanopartiktline
maruz birakilan sicanlarda kontrol sicanlara gére MDA seviyesinde anlamli
bir artis, katalaz enzimi dizeyinde ise anlamli bir azalma rapor edilmistir
(Khalaf vd., 2017).

Chinde ve arkadaslarinin 2017 de yaptiklari calismada, tungsten oksit
nanopartikiline maruz birakilan sicanlarin  karacigerinde de MDA
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seviyesinde vylkselme, katalaz seviyesinde azalma oldugunu rapor
etmislerdir (Chinde vd., 2017).

Bakir nanopartiktltinln verildigi bir calismada, sicanlarin karacigerinde
MDA seviyesi bulgularimiza benzer sekilde yiukselmistir (Ebaid, Elhussainy,
El-Shourbagy, Ali ve Abomohra, 2017).

Lei Ana ve arkadaslari CuO-NP maruz kalan siganlarin beyinlerinin
hippocampus bdlgesinde de MDA seviyesinin benzer sekilde artmis
oldugunu saptamislardir (An, Liu, Yang ve Zhang, 2012).

Reddey ve arkadaslarn 28 gln silreyle sicanlara demir oksit
nanopartikild uyguladiklarinda, oksidatif stresin ortaya ciktigini ve bu grup
hayvanlarda karaciger dokusunda MDA seviyesinin doza bagl bir sekilde
arttigini, katalaz seviyesinin ise karaciger dokusunda sadece yiksek
dozlarda demir oksit nanopartikili (300 ve 1000 mg/kg) uygulandiginda
anlamli bir artisa neden oldugunu saptamislardir (Reddy vd., 2017).

Bilindigi Uzere oksijenli solunum yapan hemen hemen tim canlilarda
bulunan katalaz, htcre igin zararli olan hidrojen peroksitti su ile
parcalayarak oksijene ayirma goérevine sahip olup ayrica, metilalkol ile
etilalkolU okside eden 6nemli bir enzimdir(Gupta, Sengupta, Chakraborty ve
Gupta, 2016).

Canli  ve arkadaslart CuO-NP maruziyeti sonrasi sicanlarin
eritrositlerindeki katalaz enzimi seviyesinde kontrol grubu siganlarina gore
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugunu ortaya koymuslardir (Canli, Atli
ve Canli, 2017).

Katalazin hicre igerisindeki goérevlerinden birisi de, hlicre igerisinde
bulunan serbest radikalleri ortadan kaldirma gdérevidir. Stabil olmayan bu
radikallerin vicuttaki diger molekdlleri stabil olmayan duruma getirmeleri
sonucu htcrede bulunan proteinler, hicre membranlari ve DNA yapisi zarar
gbrebilir (Lobo vd., 2010). Bu durumda, calismamizda CuO-NP verilen
sicanlarda katalazin azalmasi, hepatositlerde gérllen yapisal bozukluklarin
ortaya cikmasindaki, katalaz rolinl de acikca ortaya koymaktadir.

Zehirli serbest radikal bir gaz olan Nitrik oksit (NO), hemen hemen her hicre
tarafindan Uretilir ve her hicre lGzerinde etkinlige sahiptir. Diger serbest
radikaller  her konsantrasyonda  zararli iken, NO'nun  dusltk
konsantrasyonlari énemli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde goérev alir.
Asiri miktarda Uretilmesi ise toksik etki yapar. Paramanyetik serbest bir
radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen enziminin katalizledigi
reaksiyonla L- argininden olusur (Lechner, Lirk ve Rieder, 2005). Nitrik oksit
sentaz, plazma membrani, sitoplazma, nikleus, endoplazmik retikulum ve
mitokondri‘de bulunabilir. Sistemik dolasimi duzenleyen NO, kalp,
karaciger, beyin gibi organlarin lokal kan dolasimlarinin diizenlenmesinde
rol alir (Loscalzo ve Welch, 1995).
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Arginaz sitozolik bir enzimdir. L-argininden, L-ornitin ve Ure sentezini
katabolize eder. Arginaz aktivitesinin en yliksek oldugu organ karacigerdir.
Bizim calismamizda CuO-NP’nin karaciger dokusunda ortaya cikardigi NO
azalmasi, ayni partikullerin bir makrofaj hicre kiltirt Gzerinde de benzer
etkiyi goOsterdikleri saptanmistir. Calismamizda gb6zlenen NO ve
proinflammator sitokin inhibisyonunun altinda yatan mekanizmanin, artmis
arginaz aktivitesi ile iliski oldugu distnilmektedir (Arancibia, Barrientos,
Torrejon, Escobar ve Beltran, 2016).

Nanopartikul hepatotoksisitesinin olusumunda en onemli
mekanizmalardan biri serbest radikallerin artisina bagl olarak gelisen
oksidatif stresidir. Karaciger hasarinda artan arginaz aktiviteleri oksidatif
stres ile iliskili bulunmus ve oksidatif radikallerin arginaz aktivitesindeki
artista anahtar rol oynadigi bildirilmistir. Arastirmalarda, birgcok hastaligin
patogenezinde artmis arginaz aktivitelerinin rol aldigi ve buna bagl olarak
azalmis NO dlzeylerinin buna eslik ettigi bildirilmistir (Chandra vd., 2012).
Biz de calismamizdaki NO seviyesindeki azalmanin, arginaz enzimi
aktivitesine bagh oldugunu disinmekteyiz.

Ghosh ve arkadaslarina gore, CuO-NP, karacigerde hicre ici reaktif
oksijen tirlerini (ROS) ve nitrik oksit (NO) Uretimini artirarak mitokondri
bagimh yolak araciligiyla apoptotik hicre olimind uyarmaktadir
(Manoranjan Ghosh, Sankhadeep Pal ve Parames C Sil, 2014).

Calismamizda CuO-NP grubu sicanlarin karacigerlerinin elektron
mikroskobik degerlendiriimesinde, Nikleus/total hepatosit hiicresi orani
bakimindan kontrol grubuna goére anlamli bir fark yokken aksine
hepatositlerin sitoplazmalarinda, birim alana disen mitokondri sayisi
kontrol sicanlarina gére anlaml derecede azaldi. Yine, mitokondri/hepatosit
hicre orani da benzer sekilde azaldi. Bu durum bize CuO-NP’nin, sicanlarin
karaciger hepatositlerindeki mitokondrilerin dejenerasyonuna neden
oldugunu acikca gostermektedir. Nitekim bulgularimiz arasinda, CuO-NP
verilen gruptaki hayvanlarin hepatositlerinde, mitokondri dejenerasyonu
dikkat cekiciydi.

Yapilan literatir taramasinda, bakir oksit nanopartiktlintn
karacigerde, mitokondriler Gzerindeki etkilerini tam olarak ortaya koyan bir
calisma bulunmamakla birlikte, Yang ve arkadaslari bakir
nanopartikullerinin ovarium dokusunda da bizim bulgularimiza benzer
sekilde, mitokondrilerde sisme ve kristalarda kirilma, nutkleer zarda ise
yapisal dizensizlikler gézlemlemislerdir (J. Yang vd., 2017).

Diger taraftan, Siddiqui ve arkadaslarinin yaptiklari bir insan
hepatokarsinoma (Hep G2) hlcre kultirid calismasinda, CuO-NP
maruziyetinin mitokondri aracilhigi ile olusan apoptozu indikledigi ortaya
konmustur (M. A. Siddiqui vd., 2013). Benzer bulgular Shafag ve
arkadaslarinin yapmis olduklari kronik bir myeloid I6kemia (CML) K562
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hicre kiltarid calismasinda da saptanmistir (Shafagh, Rahmani ve Delirezh,
2015).

Calismamizda CuO-NP verilen sicanlarin karacigerlerinde, ortalama
lobil alani ve ortalama v. centralis capinda kontrol grubu sicanlara goére
anlamh bir farkin bulunmamasi, portal dolasimda bir basing artisinin
olmadigini gostermektedir.

96



6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda deney grubu sicanlarina 5 glin slreyle verilen 200 mg/kg
CuO-NP sigcanlarin vicut adirliklar ve karaciger hacimleri dedismezken,
karaciger adirliklani kontrol grubu hayvanlarina gore istatistiksel olarak
anlaml derecede azalmistir.

Calismamizda siganlara uygulanan CuO-NP akut dénemde, sinuzoid /
karaciger parankimi oranini artirmistir. Bu da hi¢ sliphesiz sinlizoidlerde
gorilen genislemeyi bize acikca gdstermektedir. Diger taraftan, deney
grubu sicanlarin karacigerlerinde, hepatositlerde: ortalama lobdl alani ve
ortalama v. centralis capinda kontrol grubu sicanlara gére anlaml bir farkin
bulunmamasi; portal dolasimda bir basing artisinin  olmadigini
gbdstermektedir.

Calismamizda deney grubu sicanlarin karacigerlerinde gozlenen
sintzoidlerde gérilen genislemenin hepatosit hlicrelerinde ortaya cikan
karyolizis ve dejenerasyondan kaynaklandigini, bunun sonucunda da
hepatosit hicrelerinin 1sinsal tarzda olan dizilimlerinde bozulmalarin
goOzlendigini disinltlmektedir.

Calismamizda sicanlara uygulanan CuO-NP’nin karacigerin striktirel
incelemelerinde; hepatositlerde normal gérintimlerini yitirmis ve kristalari
dejenere olmus mitokondri yapilarinin gdézlenmesi, buyuk lipid
damlaciklarinin  bulunmasi, dilate olmus endoplasmik retikulum
cisterna’larinin mevcudiyeti ve bitlnliglini kaybetmis nikleus zari yapisi
hepatosit dejenerasyonunun varligina isaret etmektedir. Yine, bu gruptaki
hayvanlarin hepatositlerinin  sitoplazmalarinda, birim alana disen
mitokondri sayisinin ve mitokondri/sitoplazma oraninin kontrol sicanlarina
gére anlamli derecede azalmasi, hepatositlerdeki apoptozun mitokondri
dejenerasyonuna bagl olarak ortaya citkmis olabilecegini
distndirmektedir.

Diger taraftan, CuO-NP grubuna ait hayvanlardan alinan karaciger
orneklerinin TUNEL ve Kaspaz-3 boyamalarda pozitif tepkime vermesi;
hepatositlerdeki DNA fragmantasyonunu ve apoptotik hiicre varligina isaret
etmektedir. Yine, CuO-NP verilen sicanlarin karaciger dokularinda, IL-6 ve
TNF-a seviyelerinin artmasi da hepatositlerdeki proapoptozun varhgini
ortaya koymaktadir.

Calismamizda CuO-NP grubu sicanlarin serumlarinda, kalpain (CAPN1)
aktivitesinin kontrol grubu hayvanlara gére anlamli derecede artis
gOstermesi, hepatositlerdeki hiicre iskeleti yapilarinin bozulmasina bagh
olarak apoptoz varhgini distindirmektedir.

Calismamizda, CuO-NP verilen sicanlarin serumlarinda, AST enzimi
seviyesi kontrol grubu hayvanlara goére artarken, ALT enzimi seviyesinin
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azalmistir. AST artisi karaciger hasarinin varhidini desteklemektedir. ALT
enzim seviyesinin duismesi ise mitokondrilerin yapisal bozukluklarinin
gbdstermektedir.

Calismamizda CuO-NP verilen sigcanlarin karaciger dokusunda,
Malondialdehid (MDA) dizeyinin artarken, katalaz (CAT) ve nitrik oksit (NO)
didzeylerinin kontrol grubu hayvanlara gdére azalmis olmasi, hepatosit
hasarinin oksidatif strese bagli olarak gelistigi fikrini desteklemektedir.

Bakir oksit nanopartikill, serbest oksijen radikallerini stimUlle ederek
arginaz enziminin up-regllasyonuna sebep olmaktadir. Arginaz enzim
aktivitesinin artmasi, NOS enzimini baskilayarak uretimi ornitin lehine
gevirir. Bu durum poliamin sentezini arttirirken, NO Uretiminin azaltir. NO
dizeyinin azalmasi, hepatoselller hasar slrecini hizlandirmaktadir.

Akut CuO-NP toksisite modeli uyguladigimiz bu calismadan elde edilen
histopatolojik ve biyokimyasal veriler, bize karaciger hasarinin olustugunu
ve bu hasarin hepatositlerdeki mitokondriyal dejenerasyona badli olarak
ortaya ciktigini acikca gostermektedir. Dolayisiyla, insanlarda CuO-NP
zehirlenmesine bagli olarak gelisebilecek farkli dokusal hasarlarin
Onlenmesine yoénelik dretilecek ilaglarin bu durumu g6z ©nlnde
bulundurmasinin gerekli olduguna inanmaktayiz.

Sonug olarak, akut CuO-NP’linlin bir birlesen olarak farkl sektérlerde
ylksek dozda kullanilmasinin tehlikeli olabilecedgi ve bu konuda dikkat
edilmesi gerektiginin 6nemi acgikca gorilmekte olup mitokondriyal yolak
yoluyla indukledigi karaciger hasarinin mekanizmasinin ileride yapilacak
farkli in-vivo ve in-vitro calismalarla da desteklenmesinin yararl olacagini
disinmekteyiz.
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