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OZET

Siklosporin Uygulanarak Karaciger Hasar1 Olusturulan Ratlarda
Erdosteinin Koruyucu Etkisinin Histolojik Olarak Incelenmesi

Calismamizda, siklosporin uygulanarak karaciger hasar1 olusturan ratlarda
erdosteinin koruyucu etkisi histolojik metotlarla incelenmistir.

Deneyde 32 adet Wistar albino eriskin erkek si¢an kullanilmistir. Ratlar rastgele 4
gruba ayrildi; Kontrol grubu (n=8), Siklosporin gurubu (n=8, 20 mg/kg/giin i.p.),
Siklosporin + Erdostein (n=8, Erdostein 12 mg/kg/giin oral), ve sadece Erdostein (n=8).
10. giiniin sonunda karaciger dokular1 151k mikroskobik inceleme i¢in ¢ikarildi.

Karacigerler dokularinin fiksasyonu %210 tamponlanmis nétral formaldehit ile
yapildiktan sonra rutin histolojik islemler uygulanmis ve dokular Hematoksilen-Eosin
(H&E), Periodik Asit-Schiff (PAS) ve Elastik lif boyasi metoduyla boyanmistir. Her
gruptan 100 karaciger lobiilii incelenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore; Siklosporin grubu dokularinda
sintizoidlerde genisleme, hepatositlerde vakuolizasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
kanama gibi histopatolojik degisiklikler meydana gelmistir. Siklosporin+Erdostein
grubunda histopatolojik degisiklikler 6nemli derecede azalmisti. Histolojik inceleme ve
istatistiksel sonuclar ile uyumluydu.

Sonug olarak bu bulgular, erdosteinin siklosporin uygulanarak olusturulan karaciger
hasarini azalttigini1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Siklosporin; Erdostein; Karaciger; Hepatotoksisite

VI



ABSTRACT

The histological Investigation of the Procpective Effect of
Erdosteine Against Cyclosporine-induced Injury in Rat Liver With
Histological Methods

In the present study, the procpective effect of erdostein against cyclosporine-induced
injury in rat liver was investigated with histological methods.

In our experiment 32 Wistar albino male rats were used. The rats were randomly
divided into four groups; Control group (n=8), Cyclosporine (n=8, 20 mg/kg/day i.p.),
Cyclosporine + Erdosteine (n=8, Erdosteine 12 mg/kg/day orally) and only Erdosteine
(n=8). At the end of 10th day, liver tissue removed for light misroscobic analysis.

After liver tissues were fixed in % 10 buffered neutral formalin, routin
histological processes were applied and tissue sections were stained by Hematoxilen-
Eosin(H&E), Periodic asit-Schiff (PAS) and Elastic fiber stain methods. 100 liver lobules
were examinated for each group and evaluated statistically

According to our results; the tissue of cyclosporine group showed some
histopatological changes such as sinuzoidal dilatation, vacuolization in the hepatocytes,
inflammatuar cell infiltration and hemorrhage. In the Cyclosporine plus Erdostein group,
histopatological changes of hepatic damage markedly reduced. Histological investigations
were consistent with statistical resuts.

In conclusion these findings show that Erdosteine, decrased cyclosporine induced
liver injury.

Key Words: Cyclosporine; Erdosteine; Liver; Hepatotoxicity



1.GIRIS

Karaciger, yaklasik 1,5 kg agirliginda, deriden sonra viicudun en biiyiikk organidir.
Hem endokrin hem de ekzokrin salgilama yapan karaciger viicuttaki en biiyiikk bezdir
(Aktliimsek 2006). Batin i¢inde biiyiik oranda sag iist kadrandadir ve sol {ist kadrana kadar
uzanir. Karacigerin biiyiik bir kismi peritonla ortiiliidiir (Ozan 2004, Aring ve Ehan 2001).

Organa gelen kanim %75-80’i portal venden, %20-25’i hepatik arterden saglanir. Ince
bagirsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere ulasir, sadece
kompleks lipitler lenf damarlariyla taginir (Carnerio ve Kelley 1998). Sindirim sisteminin
vendz kanmin biiyiik kisminin dolagima katilmadan Once karacigere gelmesi organin
fonksiyonel 6nemini gosterir (Cinar ve ark. 1999).

Intrauterin yasamimn 10. haftasinda karacigerin agirhigi, viicut agirhgmimn %10’una
ulagir. Bunun baslica nedeni karacigerin hematopoietik fonksiyonudur. Hematopoietik
aktivite gebeligin son iki ayinda azalmaya baslar ve dogumda karacigerde bir kag
hematopoietik hiicre adast kalir. Karacigerin 6nemli bir islevi de safra iiretimidir. 12.
haftadan itibaren hepatositler safra iiretmeye baslar. Dogumda karaciger agirligi viicut
agirh@inin %5°1 kadardir (Sadler 2002, Yagmurca 2003, Polat 2003).

Karacigerin pek ¢ok 6nemli fonksiyonu vardir. Bunlar genel olarak; karbonhidrat,
proteinler ve yaglarin metabolizmasi, ilag ve alkol gibi disaridan viicuda alinan bazi
maddelerin islemden gegirilmesi ve yaglarin sindirimi i¢in ¢ok dnemli olan safranin yapimi
ve salgilanmasidir. Karaciger tiim bu gorevleri; karaciger parankimini olusturan epitel
hiicreleri araciligiyla gergeklestirir.

Karaciger parankiminde cesitli nedenlerle dejenerasyon olusurken ayni zamanda
rejenerasyon da olusur (Cinar ve ark. 1999, Erdogan ve ark. 1996, Ovale ve Nahirney
2009).

Siklosporin (CsA), organ nakillerinden sonra ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
uzun siiredir kullanilan bir immiin baskilayici ilagtir. Trichoderma Polysporum mantarinin
fermantasyonu ile elde edilen CsA, 11 amino asitten olusan nonribozomal bir peptittir. C62

H111 N11 O12 kimyasal formiil yapisindadir (Morris 1982, Wartburg ve Traber 1996).



1980°’li yillardan beri yaygmn olarak kullanilmaya baglayan CsA, bazi olumsuz
durumlart da beraberinde getirmistir. Bobrek, karaciger, akciger ve kalp gibi organlardaki
yan etkileri kullanimi kisitlamaktadir. Nefrotoksisite, hepatotoksisite, hipertansiyon,
hipertrikozis, infeksiyonlar ve hiperpotasemiye sik rastlanmaktadir (Calne ve ark. 1978,
Bennet 1995, Diepering 1983).

CsA’nin dokularda olusturdugu hasarin mekanizmasi tam anlasilamamakla birlikte,
elde edilen veriler serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin CsA bagl patogenezde
rolii oldugunu diisiindiirmiistiir (Rezzani ve ark. 2001, Rezzani 2006).

CsA’nin yan etkilerinin mekanizmasi tam anlasilamamis olsa bile, beraberinde
antioksidan 1ilaglarin kullanilmasiyla birlikte toksisitesinin azalabilecegini gosteren
caligmalar yapilmistir (Rezzani 2006, Kurus ve ark. 2008).

Erdostein kronik pulmoner hastaliklarin tedavisi igin gelistirilen mukolitik bir
ajandir. Bu ajan, ancak karaciger metabolizmasi ile serbestlestirilebilen iki adet siilfhidril
grubu icerir. Erdosteinin temizleyici ve antioksidan mekanizmasinda bu iki siilthidril grubu
rol oynar (Dechant ve Noble 1996, Braga ve ark. 2000). Deneysel ve klinik ¢alismalar,
erdosteinin; antioksidan olarak serbest radikal olusumunu 6nleyici fonksiyonlart oldugunu
gostermistir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi ve ark1994).

Gilintimiizde organ nakilleri bircok hasta i¢in hayati dnem tasimakta ve nakil yapilan
hastalarin sayis1 giderek artmaktadir. Organ nakilleri ve otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde halen kullanilan ilaglarin en etkilisi CsA’dir.

CsA’nin organ nakilleri sonrasinda ve otoimmiin hastaliklarda uzun siireli kullanilan
bir ilag olmasi, bir¢ok organ iizerinde olumsuz yan etkilere neden olmasi ve bunlari
etkileyen mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamis olmasi nedeniyle biz de
calismamizda; CsA’nin karacigerde olusturdugu hepatotoksik etkiye karsi, antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gosterilen erdosteinin koruyucu etkisinin histolojik olarak

incelemeyi amacladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Karaciger

Canlilik i¢in oldukca 6nemli fonksiyonlar1 yerine getiren ve kanin kompozisyonunu
ayarlayan en Onemli organdir (Aktiimsek 2006). Karaciger viicudun en biiyiik bezi
olmasmin yaninda, deriden sonra viicuttaki en biiyiik organdir (Ozan 2004, Snell 1995).
Toplam viicut agirhiginin %?2’si kadar bir agirliga sahiptir. Karin boslugunun sag iist
kisminda ve diyaframin hemen altinda yerlesmistir. Biiyiikk kismi sag hipokondriak ve
epigastrik bolgede bulunan, sol hipokondriak ve umblikal bolgeye de tasan kirmizi-
kahverengi bir organdir. Dalak kadar olmasa da yirtilabilir bir yapiya sahiptir (Aktiimsek
2006, Ovale ve Nahirney 2009).

Karaciger dort adet lobdan olusur. Bu loblarin etrafi kollajen ve elastik lif iceren
Glisson kapsiilii denilen diizensiz siki bag doku ile ¢evrelenmis olup, peritonla kaplidir
(Abraham ve Kierszen 2006).

Karaciger sindirim kanali tarafindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger
kisimlari tarafindan kullanilmak t{izere depolandigi bir organdir.

Sindirim sistemi ile kan arasinda bir gecis bolgesi olusturur. Karacigere kan, iki kan
damart yolu ile gelir. Karacigere gelen kanin %75-80’ini tagiyan portal ven; sindirim yolu,
dalak ve pankreastan gelen kani tagir. Geri kalan %20-25’lik kisim ise ¢dlyak hattinin bir
kolu olan hepatik arter tarafindan, interlobar arter ve interlobiiler arter yolu ile portal
alanlara ulastirilir. Ince barsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere
gelir. Sadece kompleks lipitler lenf damarlariyla taginir.

Karacigerin konumu; metabolitleri bir araya getirilmesi, doniistliriilmesi,
biriktirilmesi ve toksik maddelerin elimine edilmesi i¢in ¢ok uygundur (Carnerio ve Kelley
1998, Abraham ve Kierszen 2006).

Karaciger iirettigi safranin duodenuma vermesiyle ekzokrin bir bez; ayrica iirettigi
bazi maddeleri direk olarak kana vermesi 6zelligi ile de endokrin bir bezdir (Ovale ve
Nahirney 2009).

Pek ¢ok onemli fonksiyona sahip karacigerin gorevleri temel olarak; sekresyon,
depo, konjugasyon, detoksikasyon, fagositoz, esterlestirme ve hematopoiezdir. Karaciger

tim bu gorevlerini parankimini olusturan epitel hiicreleriyle yapar. Karaciger



parankiminde cesitli nedenlerle dejenerasyon olusurken ayni zamanda rejenerasyon da

meydana gelir (Cinar ve ark. 1999, Erdogan ve ark. 1996).

2.1.1. Karacigerin Embriyolojisi

2.1.1.1.Sindirim Sistemi ve Karacigerin Gelisimi

Gelisimin 3-8 haftalar1 arasindaki embriyonik donem, her 3 germ yapraginin
(endoderm, ektoderm ve mezoderm) farklanarak kendileriyle ilgili doku ve organ
sistemlerinin olustugu donemdir. Organlarin olusumu ile viicudun 6nemli 6zellikleri ortaya
cikar (Sadler 2002).

Ektodermal germ tabakasindan dis ortamla iliskisi olan yap1 ve organlar gelisir,
bunlar; a) santral ve periferik sinir sistemi, b) kulak, burun ve goéziin duyu epitelleri, C)
deri, sa¢ ve tirnaklar e) hipofiz, meme, ter bezleri ve dis minesidir.

Mezodermal germ tabakasindan somitler gelisir ve bu somitler kas, kikirdak ve
kemik doku ile deri alt1 doku gibi destek dokular1 olustururlar.

Endodermal germ tabakasindan ise gastrointestinal kanal, karaciger ve pankreasin
parankimasi, Ostaki borusu, tiroid ve paratiroid bezleri, solunum yollar1 ve mesane epiteli
gibi doku ve organlar gelisir (Sadler 2002, Moore 2002).

Embriyonun sefalokaudal ve lateral yonde katlanmasiyla endodermle doseli
boslugun bir kismi1 primitif bagirsagi olusturmak iizere embriyonun igerisinde kalir.
Endodermal boslugun her iki kismini meydana getiren yolk kesesi ve allantois ise
embriyonun diginda kalir (Kasah ve ark. 1992, Sadler 2002).

Dordiincti  haftanin  basinda primitif barsagin  kraniyal ucunu membrana
oropharyngealis, kaudal ucun da membrana cloacalis kapatir. Dordiincii hafta boyunca
caput, kauda ve pliace laterales olarak gelisen barsak taslagi vitellus kesesinin dorsal
parcasin1 embriyoya dahil eder. Sindirim kanali epitelinin ve bezlerinin biiyiik kismi
primitif barsagin endoderminden kaynaklanir. Sindirim kanalinin kraniyal béliimiiniin
epiteli stomatodeum (agiz taslagi) ektoderminden gelismistir. Sindirim kanalinin duvarini
oOlusturan kas ve bag doku tabakalari ile diger tabakalar primitif barsagi saran splanknik

mezenkimden kaynaklanmigtir (Yagmurca 2003).



Embriyonun sefalik ve kaudal kisimlarinda, primitif barsak tarafindan sirasiyla 6n
barsak (foregut) ve son barsak (hindgut) adi verilen bir ucu kapali, kor bir tiip olusturulur.
Bu tiipiin orta kismi, orta barsak (midgut) ise vitellin kanal yoluyla yolk kesesi ile olan
iliskisini gegici olarak siirdiirmeye devam eder.

Primitif barsak ve tlirevlerinin gelisimi dort baslik altinda tartisilir;

a) Bukkofaringeal membrandan, trakeobronsial divertikiile kadar uzanan faringeal
barsak veya farinks,

b) Faringeal tiipiin kaudalinde yer alan ve karaciger tomurcuguna kadar uzanan 6n
barsak,
) Karaciger tomurcugunun kaudalinden baslayan ve yetiskinlerde transvers kolonun

2/3 proksimal ve 1/3 distal pargasinin birlesim noktasina kadar devam eden orta barsak,

d) Transvers kolonun sol ii¢te birinden kloakal membrana kadar uzanan son barsak.

Endoderm gastrointestinal sistem epitelini ve pankreas ve karaciger gibi bezlerin
parankimini olusturur. Barsak duvarinin kas ve peritoneal elemanlari ise splanknik
mezodermden gelisir.

Ventral mezenter; sadece 6zafagusun son kisminda, midede ve duodenumun iist
kisminda mevcuttur ve septum transversumdan koken almustir. Karacigerin septum
transversum mezensiminin i¢ine dogru biliylimesi ventral mezenteri ikiye bdler. Bunlar;
Ozafagusun alt kismi, mide ve duodenumun iist kismindan karacigere uzanan kiiglik
omentum ve karacigerden 6n karmn duvarina uzanan falsiform ligamenttir (Sadler 2002,
Moore 2002).

Pre-Enteron (On Barsak)’ dan Gelisen Yapilar;

a) Pharynx primivitus ve tiirevleri

b) Solunum sisteminin alt kism1

¢) Ozofagus

d) Ductus choledocusun agildig1 deligin proksimalindeki duodenum
e) Hepar safra yollar1 ve Pankreas

Mezenteron (Orta Barsak)’ dan Gelisen Yapilar;

a) Duodenumun biiyiik kismi

b) Ince barsaklar



¢) Cekum

d) Appendix vermiformis

e) Colon asendens

f) Colon transversumun sag yarisi (veya 2/3’{1)

Menenteron (son barsak)’dan Gelisen Yapilar;

a) Colon transversumun sol 1/3 kismindan ortasina kadar olan pargasi
b) Colon desendens,

¢) Colon simoideum,

d) Rectum,

e) Canalis analisin 6n kismu,

f) Vesica iirinarianin epiteli,

g) Uretranin biiyiik bir kism1 menenterondan gelismistir (Moore 2002).

2.1.1.2. Karaciger ve Safra Kesesinin Gelisimi

Karaciger primordiumu, 6n barsagin distal ucunda bir ektodermal epitelyum ¢ikintisi
seklinde 3. haftanin ortasinda belirir. Hepatik divertikiil veya karaciger tomurcugu olarak
bilinen bu ¢ikinti, perikard boslugu ve yolk sap1 arasindaki mezodermal plagi hizli polifere
olabilen hiicrelerden meydana gelir. Karaciger hiicreleri septumun igine girmeye devam
ederken, hepatik divertikiil ile 6n barsak (duodenum) arasindaki baglanti olarak safra
kanallarin1 olusturur. Safra kanalindan kaynaklanan kii¢lik bir ventral ¢ikint1 safra kesesi

ve sistik kanal haline gelir (Sadler 2002).



Onbarsak Sonbarsak

Sekil 2.1. Karacigerin embriyonik gelisimi (Sadler 2002)

Gelisimin ileri donemlerinde, karaciger kordonlar1 vitellin ve umblikal venlerle
karigarak hepatik siniizoidleri olusturur. Karaciger kordonlar1 parankime farklanir ve safra
kanallarin i¢ yiiziinii doser. Hematopoietik hiicreler, kupffer hiicreleri ve bag dokusu
hiicreleri septum transversum mezoderminden kdken alir.

Karacigerle 6n barsak ve karacigerle karin duvari arasinda yer alan septum
transversum mezodermi membrandz hale gelerek sirasyla kiigiik omentum ve falsiform
ligamenti olusturur. Bu iki ligament birlikte 6n barsakla, 6n karn duvari arasinda
peritoneal baglantiy1 olustururlar ve bu yap1 ventral mezogastrium adini alir.

Karaciger ylizeyindeki mezoderm, kiiciik bir alan disinda farklanir ve visseral
peritonu olusturur. Bu kiiciik alanda septum transversum ile olan temas devam ettirilir.
Septumun bu parcas1 yogun bir mezensimal doku halindedir ve ileride diyaframin tendindz
pargasini olusturacaktir. Gelecekteki diyaframla temas eden karacigerin bu yiizeyi
peritonla ortiilmez ve karacigerin ¢iplak ylizeyi olarak bilinir.

Karaciger 10. haftaya kadar karin boslugunun biiylik boliimiinii kaplar. Vena
umblikalisten karacigere akan oksijenli kanin miktar1 karacigerin gelisimini ve fonksiyonel
segmentasyonunu belirler. Gelisimin ilk evrelerinde sag ve sol lob biiylikligii aynidir.

Ilerleyen evrelerde sag lob daha fazla biiyiir (Sadler 2002, Moore 2002).



6. haftada karacigerde hematopoiesis baslar. 10. haftada karacigerin agirligi toplam
viicut agirhiginin %10’una ulasir. Bu hacim artiginin sebebi karacigerin hematopoietik
fonksiyonudur. Hematopoietik aktivite gebeligin son iki ayinda azalmaya baslar ve
dogumda karacigerde sadece birka¢ hematopoietik hiicre adasi kalir. Dogumda karaciger
agirhigi viicut agirliginin %5°1 kadardir (Moore 2002).

Karacigerin 6nemli bir fonksiyonu da safra iiretimidir. Karaciger hepatik hiicreleri
12. haftadan itibaren safra iiretmeye baslar. Uretilen safra, sistik kanal ve hepatik kanalin
birlesmesiyle olusan koledok kanalindan barsaga akar. Sindirim kanali i¢i safra iceriginden
dolay1 koyu yesil bir hal alir.

Duodenumda meydana gelen degisiklikler sonucu, koledok kanalinin duodenuma
giris yeri baslangigtaki anterior pozisyonundan posteriora dogru yer degistirir ve koledok

kanali duodenumun arkasina geger (Aring ve Ehan 2001, Moore 2002).

2.1.2. Karaciger Anatomisi

Abdomen boslugunun iist boliimiinde sag hipokondriak ve epigastrik bolgenin biiyiik
bir boliimiinii kapsar. Sol lob, sol hipokondriuma kadar uzanir.

Karacigerin iist yiizii ile diafragma yakin iligkidedir. Sag lobun en yiiksek noktasi
dordiincii veya besinci kostaya kadar yiikselir. Bu nokta sag medio-klavikular hat {izerinde,
sag meme bagindan 1 cm asagidadir. Sol lobun iist sinir1 altinct kostanin {ist siniria kadar
uzanir. Kostalar sag lobun biiyiik kismini kaplar. On vyiiziin kiigiik bir boliimii karin 6n

duvar ile temastadir (Kuran 1993).



¥ Onden gériinim

Falsiform ligament

Karacigerin round ligamenti {ligamentum teres)

Safra kesesi
(fundus)

V Visseral yiizey,
Safra kesesi (fundus) A
Porta hepatis

Falsiform ligament

Ligamentum teresin fisstirt
Hepatik portal ven

Esas hepatik arter
Kaudat lob

Karacigerin round ligamenti
(ligamentum teres)

Kuadrat lob

Sistik kanal

Ortak karaciger kanali
(Ortak) safra kanali

Sag tggen ligament
Koroner ligamentin hepatorenal pargasi

inferiyor vena kava

Hepatik venler

Sekil 2.2. Karacigerin anatomik bolgeleri (Ovale ve Nahirney 2009)

Karacigerin visseral ve diafragmatik olmak iizere iki yiizii; alt ve arka olarak da iki
kenar1 vardir. Karaciger diafragmanin alt kismina ve karin i¢i visseral organlarin iist
yiiziine oturmus konumdadir.

Karaciger diafragmatik yliziindeki arenuda (bare area) ad1 verilen alan disinda, distan

serdz bir zarla ortiiliidiir. Bu zara visseral periton adi verilir. Visseral periton; tek kath




yasst epitel olan mezotelyum ve altindaki ince bag dokudan olusur. Visseral peritonun
altinda Glisson kapsiilii denilen 6zel bir sik1 bag doku yer alir.

Karacigere dakikada yaklagik 1500 ml kan iki yolla gelir.

1. Portal ven:

Karacigere gelen kanin %75-80’1 portal ven yoluyla saglanir. Portal ven karacigere
dalak, pankreas ve sindirim yolundan kan tasir.

2. Hepatik arter:

Colyak hattinin bir dali olan hepatik arterden saglanan oksijenlenmis kan, karacigere

gelen kanin %20-25’ini olusturur.

Portal ve hepatik vendz damarlarda ven kapakgiklari yoktur. Hepatik arter ve portal
venden gelen kan, siniizoidlerde birbirine karisir. Siniizoid igerisindeki kan, lobiil
merkezindeki veniillerde toplanir. Her lobiiliin merkezinde bulunan bu veniiller birleserek
sublobiiler venleri olustururken sinuzoidlerden merkezi veniile akan kan da toplayici

venlerin ve hepatik veniillerin yolunu izleyerek Inferior Vena Cava’ ya geri doner.

Sag ve sol hepatik safra kanallar1 karacigerden ¢ikarlar ve birleserek hepatik kanal1
olustururlar. Hepatik kanal, ortak safra kanalin1 olusturmasinin hemen ardindan, safra
kanalini safra kesesine baglayan ince bir tiip halindeki kistik kanali olugturur (Kuran 1993,
Giirbiiz 2004).

Hepatositler ile siniizoidleri doseyen endotel hiicrelerinin arasindaki bosluga Disse
aralig1 denir. Disse aralig1 lenfin olusmaya basladigi alandir. Siniizoid ve hepatositlerin
bazolateral bolgeleri arasinda bulunan bu aralik hepatositler ve kan arasinda aligverise
imkan saglar.

Karaciger hem sempatik hem de parasempatik sinirlerlerle uyarilir. Porta hepatis
bolgesinden portal kanallar yoluyla karacier igersinde ilerler. Sempatik lifler kan
damarlarini, parasempatik lifler de duvarinda diiz kas igeren biiylik safra kanallarini

sinirlendirirler (Kurangoz 2002, Kuran 1993).
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2.1.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger dokusunun %380’1 hepatositlerden (karaciger epitel hiicrelerinden)
meydana gelen parankim yapisindadir. Geri kalan %20°lik kisim ise, distan organi saran

Glisson kapsiiliinii de meydana getiren bag dokusunu olusturan stromadir.

¥ Karaciger hiicre plaklarinin
steryogrami. (iic boyutlu modeli).

i
vy

A Karacigerin 1sik mikroskobu goriintlisi. Parankim, dallar ve baglantilar yapan
kesintisiz hepatositlerle bunlarin arasina giren ince duvarli hepatik sinizoidlerden olugmakia-
dir. Dokunun biizilmesi, normalde dar olan Disse araliklarinin gdsterilmesine imkan
sadlamistir (oklar). x450 H.E.

Sekil 2.3. Karacigerin ii¢ boyutlu yapisi ve 151k mikroskobik yapis1 (Ovale ve Nahirney 2009)

Karaciger stromasi hilumda kalinlasan bir bag doku kapsiilii olan Glisson kapsiilii ile
cevrelenmistir. Glisson kapsiilii sik1 bag doku yapisindadir. Ortalama kalinligi 70-100 um
kadardir. Kapsiiliin peritona bakan yliziinii serdz mezotel orter. Mezotel, patojen ve diger
zararli maddelere karsi bir kalkan vazifesi goriir. Kapsiil yapisinda kollajen ve elastik lifler
bulunur. Glisson kapsiilii karacigere disaridan destek verir, organin seklini korur ve bunun
yaninda karaciger parankimine uzantilar gondererek destek stromasina katkida bulunur.
Karaciger jel kivamina sahip ve bol damarlanma gosteren bir organ oldugundan kolay

hasar gorebilir. Baz1 hasar durumlarinda kapsiilde kalinlagsma goriilebilir. Yasin ilerlemesi
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ve bazi hastaliklarda da kapsiil kalinliginda artis goriilebilir (Carnerio ve Kelley 1998,
Esrefoglu 2009).

Karaciger

Sentral ven — b
kordonlan

Safra

I\"upffer S ==Y kanalikulileri
hitcreleri ~_| &
Siniizoid - o Tto hiicreleri
Endote] —— 3 N
hiicreler ‘- X r 3 siniizoidal
ﬁ kapiller
Tto hiicresi
Herning kanah
Arteriyol girisi —

Veniil giisi
Veniil girisi
Dagtic1 ven

Hepatik arter

Portal ven h’ . 2 & o= " X' T _1__Safra kanah

Sekil 2.4. Karaciger lobiiliiniin ti¢ boyutlu yapis1 (Carnerio ve Kelley 1998)

Dagtic1 ven

Organa giris-¢ikis yapan damar, sinir ve safra kanallar1 hilumdaki bag doku kilifi
iginden organa giris-¢ikis yapar. Hilumdan organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve
sol hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Hilumdan organ igerisine giren bag doku
bolmeleri gittikge incelerek igerisindeki damar ve sinirlerle beraber ilerler ve karacigeri
loblara ve en kii¢iik morfolojik birimler olan lobiillere ayrir.

Karacigerde 0,7-2 mm boyutlarindaki bu yapisal birimlerin sayis1 bir milyonu bulur.
Bir karaciger lobiiliiniin komsu lobiillerle birlestigi baz1 bolgelerde lobiiller; safra kanallari,
lenfatikler, sinirler ve kan damarlar1 i¢ceren bag doku uzantisiyla sinirlandirilmistir. Bu bag
doku alanlarma Portal alan, Portal aralik veya Kiernan araligi adi verilir (Carnerio ve
Kelley 1998, Yagmurca 2003).
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Portal alanlar portal triadlar1 icerir. Portal alan igerisinde ii¢ yapiya ait kesitler
izlemek miimkiindiir.

a) Vena interlobiilaris,

b) Arteriya interlobiilaris

¢) Safra kanali

Portal alanda yerlesim gosteren bu iiclii yapiya portal triad adi verilir. Veniil, genelde
cap1 en biiylik olandir. Veniil duvart ince ve liimen diizensizdir. Superior ve inferior
mezenterik ve splenik venlerden gelen kani tasir. Arter, veniile gore daha diizglin ltimenli
ve daha kalin duvarhidir. Cap1 veniile gore daha kiicliktiir. Abdominal aortun ¢6lyak
dalindan gelen kani1 tagir. Safra kanalinin ise belirgin tek katli kiibik epiteli vardir.

Portal alanlarda bu iiclii yapinin yani sira lenf damarlari ve sinir fibrilleri de bulunur.
Portal alanda yer alan sempatik (postganlionik) sinir fibrilleri ¢6lyak gangliondan,
parasempatik (preganglionik) sinir fibrilleri ise N. Vagus'tan kaynaklanir. her iki sistem de
portal alandaki arteriyal kaslarin innervasyonunu saglar (Yagmurca 2003, Roose ve ark.
1995).

Karacigerin parankimasini hepatosit hiicreleri olusturur. Karaciger parankiminin

organizasyonu ile ilgili olarak kabul edilen ii¢ histofizyolojik karaciger lobiil modeli vardir.

Santral Santral Santral
ven ven ven
Portal Portal ' Portal
1 Klasik alanlar alanlar alanla
karaciger lobiilii 2.Portal lobiil 3.Portal asiniis

Sekil 2.5. Karaciger lobiil modelleri (Roose 1995)
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1. Klasik Karaciger Lobiilii: Santral ven merkezli, koselerinde portal alanlarin yer
aldigr altigen sekilli yapilardir. Hepatositler merkezden perifere dogru hiicre kordonlari
seklinde 1sinsal olarak uzanirlar. Kordonlar arasi bolgede siniizoidler yer alir. Kan akis
yonii portal alanlardan yani periferden merkeze dogrudur.

2. Portal lobiil: Bu model hepatositler tarafindan salgilanan safranin salgilanis
dikkate alinarak tasarlandigindan, iyi anlasilmasi i¢in safranin izlegi yolun bilinmesinde
fayda vardir. Safra, hepatosit hiicrelerince sentezlenir ve komsu iki hepatosit arasindaki
hiicreler arasi1 bosluga salgilanir. Duvari hepatosit hiicrelerince olusturulan bu kanala safra
kanalikiili denir. Isik mikroskobik preperatlarda gozlenemez. Elektron mikroskopla
gormek mimkiindiir. Birbirine komsu iki hepatosit arasinda 1-2 um capinda, kiigiik
mikrovilluslar iceren bir bosluk olarak goriliir. Hepatositler arasinda yer alan bu
kanalikiiller zonula okludensler sayesinde bir ag olustururlar. Safra kanalikiilleri lobiiliin
periferinde yer alan tek katli kiibik epitelle doseli Herring kanallari ile devam eder. Herring
kanallar1 da portal alandaki ¢aplari ortalama 15-40 um olan interlobiiler safra kanallarina
acilirlar. Interlobiiler safra kanallarim tek katli kiibik epitel doser. Portal alanlardaki safra
kanallar1 birleserek sag ve sol ana safra kanalini olusturarak karacigeri terk ederler. Bu
yolla safra, safra kesesi ve duodenuma ulastirilir. Hepatositlerce iiretilen safranin akisi
dikkate alinarak gelistirilen portal lobiil modeli, ii¢ klasik karaciger lobiiliiniin santral
venlerinin birlestirilmesiyle olusan tiggenden meydana gelir. Farkli {i¢ lobiilde olusan safra,
ortak portal alanlardaki safra kanalina akmaktadir.

3. Portal Asiniis: En fazla kabul géren modeldir. Portal asiniis; iki komsu lobiiliin
portal alanlar1 ve vena santralislerinin birlestirilmesiyle elde edilen baklava dilimi sekilli
alandir. Portal asiniislin yapisi; dejenerasyon, rejenerasyon, perflizyon ve bazi maddelerin
toksik etkilerini agiklayabilmek agisindan 6nemlidir. Portal asiniis modelinde hepatositler,
portal alandan uzakliklarina gore farkli tic zona ayrilir (Roose 1995, Carnerio ve Kelley
1998, Abraham ve Kierszen 2006).
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¥ Karaciger asindisiiniin sematik yapis.

{ﬂ ‘"\1!’}7 ‘ﬁ, - Portal triad
Santral ven ‘e‘" ‘
Safra kanali
Hepatik arterin dall
Portal venin dali
Asints
Santral ven

P Karacigerin 151k mikroskobu goriintiisiinde,
karaciger asinlis(iniin yaklasik sinirlari
segilebilmektedir. Oval veya elips seklinde olabilen
karaciger asiniisi, iki klasik karaciger lobilinin
birbirine komgu kisimlanndan olugmugtur. iki lobdl \
arasindaki sinir, asinuisin dikey eksenini olugturur ve bu |55
eksen disa dogru 0g adet boige (2on) bulunur (1, 2,
3). ki santral ven (SV) ve iki portal alan, asinisin
kutuplanni (oklar) olugturur. x23, H.E

Sekil 2.6. Karaciger asiniisiiniin gematik yapist (Ovale ve Nahirney 2009)

a) Zon | (Periferik Zon): Portal alandan vena santralise dogru akan kandan ilk
etkilenen hepatositlerden olusur. Oksijen ve kanin tagidig1 diger maddelerden en zengin
kanla ilk karsilasan kisimdir. Bu kisimdaki hepatositler siirekli aktiftirler. Glikojen en ¢ok
bu zonda bulunan hepatositlerde depolanir ve acglik durumunda kana ilk glikozu bu
kisimdaki hepatositler verir. Ayrica bu zondaki hepatositler en son 6len ve ilk rejenere olan

hiicrelerdir.

15



b) Zon Il (Ara Zon): Zon I ile sinirlarmi kesin ayirmak zordur. Bu zondaki
hepatositler kana Zon | de bulunan hepatositlerden sonra ikinci derecede cevap
olustururlar. Zon I de bulunan hepatositlerden daha az aktiflik gdsteren hepatositlerden
olusur.

C) Zon III (Santral Zon): Vena santralis etrafindaki hepatositlerin olusturdugu
zondur. Ara zondaki hepatositlere gore daha az aktiflik gosteren hepatositlerden olusur.
Hiicreler 6zellikle diiz endoplazmik retikulumdan (DER) zengindir. Bu zondaki hiicreler,
perfiizyon azaldiginda I ve II. zondaki hepatositlere gére daha erken iskemik nekroza girer
ve patolojik degisiklikler bu zonda daha erken saptanir.

Bu sekilde zonlara ayrilarak yapilan tanimlama ile hepatositlerin gesitli toksik
maddelere karsi farkli derecelerde gordiikleri hasarin nedeni agiklanmaya ¢alisilmistir (
Carnerio ve Kelley 1998, Eroschenko 2000, Esrefoglu 2009).

Santral venden bagslayarak perifere dogru anastomozlasarak ilerleyen hepatosit
kordonlar1 arasinda siniizoidler kapillerleri yer alir. Ortalama g¢aplart 9-15 pum olan
karaciger siniizoidleri, kilcal damarlardan daha genis ve daha diizensiz bir yapiya sahiptir.
Son derece ince olan duvarlarini yassilasmis endotel hiicreleri olusturur. Hiicreler arasinda
yaklagik 2 um capinda bosluklar vardir. Endotel hiicrelerinde 100 nm ¢apinda, diyaframsiz
ve gegirgen fenestralar (pencereler) bulunur. Endotel hiicrelerinin liimene dogru uzanan
koyu boyanan oval sekilli c¢ekirdekleri wvardir. Siniizoidler hizli madde gecisi
saglanabilmesi i¢in son derece uygun yapilardir. Hiicreler aras1 bosluklar ve endoteldeki
pencereler plazma proteinlerinin gegisine izin verirken kan hiicreleri ve trombositlerin
gegisine izin vermez. Disse araligi da siniizoidleri hepatositlerden ayirir (Roose 1995,

Carnerio ve Kelley 1998, Esrefoglu 2009).

2.1.4. Karaciger Hiicreleri ve Fonksiyonlari

2.1.4.1. Hepatositler

Karacigerin fonksiyonel birimi olan lobiillerin endokrin ve ekzokrin islev goren
hiicreleridir. 20-30 um capinda, altigen veya daha fazla yiizeyli olabilirler. Hepatositler

tirettikleri safra nedeniyle ekzokrin, {rettikleri ¢esitli plazma proteinlerini kana

vermeleriyle de endokrin hiicre 6zelligindedirler. Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %80’
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ni olustururlar. Santral ven etrafinda, portal alanlara dogru isinsal olarak yerlesmislerdir.
Birbirleriyle anastomoz yaparak bir hiicre kalinliginda plaklar olustururlar. Bu plaklar
siniizoid bosluklar ile ¢cevrelenmistir. Hepatositlerle siniizoidleri déseyen endotel hiicreleri
arasindaki bosluk disse araligidir. Perisiniizodial disse aralig1 hepatositleri siniizoidlerdeki

kandan ayirir.

¥ Kutu, Disse arah@ini gdstermektedir,

A ki hepatosit arasindaki bir sindizoidin elektron
mikroskobu gorlintisd. Lumenin igindeki bir eozinotil bulunmakta
Sinloid duvan, ince ve pencereli endotele daselidir, Mepatositierin,
mikrovilusian, Disse aravlma ulagmaktadir {oklar) x6300,

4 Karacigerdeki hepatosit plaklarini ve Disse araligini
(DA) gosteren 11k mikroskobu gorintisd, Kan hucreler
He dolu sindizoid ie hepatosit plagr arasinda dar bir alan
bulunmaktadir, Bitigik portal akan, hepatlk arterin bir dali (HA) #e
KUGUK bir lentatik damar (L) icermektedir. x560. H.E

Sekil 2.7. Disse araliginin 151k ve elektron mikroskobik gériintiisii (Ovale ve Nahirney 2009)
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Bir hepatositin bazolateal bolge ve apikal bolge olmak iizere iki hiicresel bolgesi
bulunur. Bazolateral bolge disse araligina bakar ve mikrovilluslarla kaplh yiizeydir. Komsu
hepatositlerin yan yiizeylerinde bulunan baglant1 birimleri fonksiyonel olarak hiicreler
aras1 isbirligi saglar. Bazolateral bolgeden kandan bazi maddeler emilir ve hepatositlerce
sentezlenen maddeler salgilanir (Tekelioglu 2002, Eroscheno 2000).

Genelde merkezi yerlesim gosteren tek cekirdege sahiptirler fakat iki ve ¢ok
cekirdekli hiicrelere de rastlanir. Hepatositlerin yaklasik %20’si iki ¢ekirdeklidir. Bu
biniikleer hepatositler, niikleus voliimii ve DNA igeriginin artmasiyla gerceklesen
endomitozis sonucu meydana gelir (Polat 2003, Abraham ve Kierszen 2006).

Portal alanlardan farkli uzakliklarda bulunan hepatositler yapisal, biyokimyasal ve
histokimyasal farklilik gosterirler. Yani hepatosit sitoplazmasi, islevsel durumuna bagh
olarak farkli oranda organel ve inkliizyon igerir.

Sitoplazmada yuvarlak, uzun sekilli, yass1 veya tiibliler kristaya sahip ¢ok sayida
mitokondri ¢esitli hiicre islevlerinde kullanilmak iizere ATP sentezler. Yiiksek miktarda
enerji gereksimini duyan hepatositlerde vital ve enzim boyamalariyla yaklasik 800-2000
mitokondri  oldugu gosterilmistir. Hematoksilen-Eozin ile  boyanmig karaciger
preperatlarinda sitoplazma, mitokondrilerin ¢ok olmasi nedeniyle asidofilik boyanir.

Hepatosit sitoplazmasi bol miktarda lizozom igerir. Hepatosit lizozomlar1 hiicre ici
organellerin yikim ve doniisimii i¢in Onemlidir. Lizozomlar yaslanmis plazma
glikoproteinlerini, bazolateral bdlgede hepatik lektin  membran reseptorii ile
asialoglikoprotein reseptorii i¢ine alarak yikima ugratir. Lizozomlar ferritinin yikim iirtint
olan eriyebilir ferritin ile erimeyen formdaki hemosiderin seklinde bulunan demiri
depolarlar (Erdogan ve ark. 1996, Ovale ve Nahirney 2009).

Hepatositler, caplar1 0,2-1pm arasinda degisen yaklasik 200-300 adet peroksizom
igerirler. Daha Onceden var olan peroksizomlardan tomurcuklanma ile meydana gelen
peroksizomlar, degisik metabolik olaylarda kullanilan bir¢ok enzim igerir. Membran ile
cevrili bu peroksizomlar hidrojen peroksit agiga ¢ikaran yiiksek miktarda oksidazlar
icermektedir. Hidrojen peroksit toksik bir metabolit oldugu i¢in katalaz tarafindan yikima
ugratilir (Yagmurca 2003, Abraham ve Kierszen 2006).

Hepatositler bol miktarda endoplazmik retikuluma sahiptirler. Serbest ribozomlar ve

graniillii endoplazmik retikulumlar protein sentezinde goérev alir. Kan albumini ve
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fibrinojen gibi birkag tip protein sentezi yapar. Graniillii endoplazmik retikulumlar
bazofilik cisimler olarak adlandirilirlar.

Sitoplazma igine diffiiz olarak yayilmis olan diiz endoplazmik retikulumda bir takim
onemli olaylar meydana gelir. Bu organel ¢esitli maddelerin viicuttan atilmadan once
inaktivasyonu ya da detoksifikasyonu igin gerekli olan oksidasyon, metilasyon ve
konjuasyon olaylarindan sorumludur. Ayrica glikojenin glukoza ¢evrilmesi ve kolesterol
yapimi i¢in gerekli bazi enzimler igermektedir.

Golgi kompleksi hepatositlerde tipik olarak safra kanalikiillerine yakin ve ¢ekirdek
etrafinda yerlesmistir. Salgilanan proteinlerin glikolizasyonuna ve lizozomal enzimlerin
cesitlenmelerine katki saglar. Lizozomun olusumu, plazma proteinlerinin sentezi,
glikoprotein ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin salgilanmasi fonksiyonlarini goriirler.

Hepatositlerde glikoz, glikojen olarak depo edilir. Elektron mikroskobik
incelemelerde glikojen, diiz endoplazmik retikulum kiimeleri i¢inde toplanmis graniiller
halinde goriiliir (Carnerio ve Kelley 1998, Ovale ve Nahirney 2009, Abraham ve Kierszen
2006).

2.1.4.2. Kupffer Hiicreleri

Karacigerde bulunan ve fagositoz yapan Mononiikleer Fagositik Sistem (M.F.S)
tiyesi hiicrelerdir. Kandaki monositlerden koken alan, makrofaj yapisinda hiicrelerdir. 1876
yilinda Von Kupffer isimli arastirmaci tarafindan karaciger perisinuzoidal bag dokusunda
altin kloroid yontemi ile gosterilmistir.

Karacigerin yaklagik %15 lik kismini olugturan Kupffer hiicreleri ¢ok sayida lipofoda
(yalanci ayak) ve sitoplazmalarinda endositotik vezikiillere sahiptirler. Isik mikroskobik
diizeyde bu hiicreler incelenmek istendiginde, vital boyalar1 takiben karaciger kesitleri
alimir. Fagositik aktivite sayesinde hiicre i¢ine alinan boya ile Kupffer hiicrelerinin

lokalizasyonu basarili bir sekilde goriilebilir (Roose 1995, Ovale ve Nahirney 2009).
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Sekil 2.8. Siniizoidlerde yerlesen Kupffer hiicreleri. (Cetin 2006)

Karaciger siniizoidleri icerisinde farkli sekil ve yerlesimde bulunabilirler. Genelde
portal alanlar etrafinda daha yogun yerlesim gosterirler. Elektron mikroskobik
incelemelerde hareketli ve ¢ok sayida hiicresel uzantilara sahip olduklar1 goériilmiistiir.
Kupffer hiicreleri ile endotel hiicrelerinin membranlar1 yiiz ylize komsuluk yapar ancak
hiicre membranlar1 arasinda baglanti kompleksleri olusturmazlar. Endotel hiicrelerin
fenetrasyonlarindan Kupffer hiicre uzantilarinin disse araligina uzantilar gonderdigi ve
burada hepatosit mikrovilluslariyla temasta olduklari gozlenmistir. Kupffer hiicreleri
uzantilariyla siniizoid igersindeki hiicrelerle ve endotelde bulunan fenestralar yoluyla da
hepatosit ve yag depolayan satellit hiicreleriyle temas kurarlar (Abraham ve Kierszen 2006,
Roose 1995).
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Sekil 2.9. Kupffer hiicrelerinin elektron mikroskobik goriintiisii. (Cetin 2006)

Fagositik ve enzimatik aktiviteye bagli olarak boyutlar1 ve hiicre sekilleri farklilik
gosterir. Portal alanlara daha yakin yerlesim gosteren Kupffer hiicreleri daha yiiksek
aktiviteye sahiptirler.

Oval sekilli biiyiik bir c¢ekirdege sahiptirler. Graniilli endoplazmik retikulum ve
golgi aygiti iyi gelismistir. Bu da aktif sekilde protein sentezi yaptiklarini gosterir.
Sitoplazmada bol lizozom bulunur.

Baslica fonksiyonlar1 yasli ve hasarli eritrositleri metabolize etmek, bazi
immiinolojik proteinleri salgilamak ve kana karigmig bakteri, viriis, mantar, timor
hiicrelerini fagosite etmektir (Abbas ve Lichtman 2007, Roose 1995, Akay 2008, Abraham
ve Kierszen 2006).
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2.1.4.3. Satellit Hiicreleri

1876 yilinda Von Kupffer tarafindan tanimlanmus, ito hiicreleri veya karaciger
yildizst hiicreleri olarak bilinirler. Disse araliginda siniizoidlere yakin konumda yerlesirler.
Mezensimal kokenli satellit hiicreleri yag damlaciklart igerirler. Vitamin A’nin

depolanmasi ve metabolizmasinda rol oynarlar.

Karacigerin yildizsi hiicresi (1to hilcresi)

| .+ (B3 llerleyici fibrosis ile birlikte gell-

Gerdeki en helli bagh kollajen iireten

i . g1 hicresi, sitoplazmasinda yagda eriyebilir A Cogen karacijerin yaygm bir uur_umlu olan
©* vitamineni depolar ve karaciger lopguunun mer- ;  : Sirezda, perisinizosdal yeregimi kara-
: * kezi veninin gevresinde ve Disse perisinGzoldal + Cifjerin yildizs: ““C“"e":u’?k!:’:f::i‘_"‘
© alaminda biriken koliajen §f ve hicra drgt matriks SERNPIEVS SELOURInOI

bilegenierini olugturur “iicreler haline geliler.

: Kupffer

E Hepatik hiicresi

{ vandz /

i siniizoidin . ;‘_’\.\ :

§ lameni )
Karacigerin ',:5"" ;

: yildizs) hicresi S

! Disse \o L :

i araliy \p*

i Hepatositierin A PO . o oeoemeeenaas R TP PR

| regEnerasyonu T w i ; uNeoatosmerKupi!ermicreloliveDIssearalxomayayulan lenfo- ' 3

: s -] . sitler tzrafindan dretilen sitokinler: karacierin yridizs hicrelerl

: F tarafindan tip | kellajen Gretimini uyanefas, Disse aralifinda tip | kol- |

: lajenin birikmesi, karaciger sindzowdlerinin igine dofru akan portal

Sekil 2.10. Ito hiicrelerinin sematik ve elektron goriintiisii (Abraham ve Kierszen 2006)

Satellit hiicreler Elektron mikroskopla incelendiginde, sitoplazmasinda bol yag
damlaciklari, kismen gelismis graniillii endoplazmik retikulum ve az sayida mitokondriye
sahip oldugu goriiliir. Hematoksilen-Eozin boyamalarda satellit hiicrelerini tanimak zordur.
Satellit hiicrelerin gozlenmesi Vitamin A’nin boyanmasi ile iliskilidir. Toluidin mavisi,
bazik fuksin gibi boyalar kullanilarak satellit hiicreleri gozlemek miimkiindiir. Glimiisleme

teknigi ile de insan karaciger kesitlerinde sentrolobiiler alanda ¢ok sayida satellit hiicresi

gozlenmistir.
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Baz1 patolojik durumlarda Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilen sitokinlerle satellit
hiicreler uyarilir ve kollajen iireten hiicrelere doniisiirler. Tip I kollajen {iretimine ve
salinimina ek olarak satellit hiicreler laminin, proteoglikanlar ve bazi1 biiylime faktorlerini
salgilar.

Kupffer hiicrelerinin uyarimi ile satellit hiicreler kollajen sentezlemeye baslarsa,
disse araligi bir siire sonra kollajenle dolar. Artan bu kollajen ve hiicre dis1 matriks
sinlizoid endotelindeki fenetrasyon ve araliklarda kayiplara neden olur. Fibrotik siire¢
ilerledikce yildizsi hiicreler siniizoid liimenini sikarak daraltan ve damar direncini artiran
miyofibroblastlara déniisiirler. Ozellikle sirozda, ilerleyici fibrozis nedeniyle portal vendz
kan akisina kars1 karaciger sintlizoidlerinde olusan direng artisi portal hipertansiyona neden

olur (Abraham ve Kierszen 2006, Kurangoz 2002, Roose 1995).

2.1.5. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger birbiri ile iliskili birgok dnemli fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlar soyle
Ozetlenebilir:

a) Kanin filtrasyonu ve depolanmasi,

b) Karbonhidratlarin, proteinlerin, yaglarin, hormonlarin ve yabanci kimyasallarin
metabolize edilmesi,

¢) Safranin olusumu,

d) Vitaminlerin ve demirin depolanmasi ve pihtilasma faktorlerinin salinimudir.

2.1.5.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Birgok degisik islemi kapsayan karbonhidrat metabolizmasi soyle 6zetlenebilir.

a) Glikojen depolama,

b)Galaktoz ve fruktozun glikoza doniistiirtilmesi,

¢)Glikojenez

d) Karbonhidrat metabolizmasi ara {iriinlerinden bir¢ok ara {iriiniin olusmasidir.
Karaciger kandaki fazla glikozu depo eder. Kandaki glikoz seviyesi diistiigiinde ise

tekrar kana verir. Buna karacigerin glikoz tamponlama fonksiyonu adi verilir.
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2.1.5.2. Yag Metabolizmasi

Yag metabolizmasi kismen viicudun tiim hiicrelerinde yapilsa da, bu metabolizmanin
baslica islemleri karacigerde yapilir. Bu 6zgilin fonksiyonlar sdyle 6zetlenebilir.
a) Yag asitlerinin oksidasyonu,
b) Kaolesterol, fosfolipit ve lipoprotein sentezi,

¢) Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi.

2.1.5.3. Protein Metabolizmasi

Karacigerin protein metabolizmasina ait fonksiyonlar1 hayati 6nem arz eder. Protein
metabolizmasi fonksiyonlar1 sdyle 6zetlenebilir.

a) Amino asitlerin deaminasyonu,

b) Ure olusumu ile amonyagin viicut stvilarindan ayrilmast,

¢) Plazma proteinlerinin sentezlenmesi,

d) Metabolik olaylar i¢in 6nemli amino asitlerin ve bazi maddelerin birbirine

doniistimleri.

2.1.5.4. Safra Salinim

Safra tretimi hepatositlerin kan komponentlerini alip, doniistiirerek safra
kanalikiillerine salgilamalari nedeniyle bir anlamda ekzokrin bir fonksiyondur. Safra,

yaglarin sindirim ve emilimde 6nemli rol oynar.

2.1.5.5. Pihtilagsma Faktorlerinin Metabolizmasi ve Diger Metabolik
Fonksiyonlar

Karaciger fibrinojen, protrombin, faktér V, VII, IX, X gibi pthtilasma faktorlerinin
sentezlenmesinde gorev alir. Karaciger bu fibrinolitik faktorlerin yapim ve yikimindan
sorumludur.

Karacigerde bagta vitamin A olmak {iizere karacigerde vitamin D ve B12 de depo
edilir. Viicutta kandaki hemoglobinde bulunan demir disinda, demirin biiyiik boliimii

karacigerde ferritin seklinde depo edilir.
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Cesitli zararli maddeler detoksifiye edilerek safra ile viicuttan uzaklastirilir. Ayni
sekilde i¢ salgi bezlerinden salinan steroid hormonlar ya kimyasal olarak degistirilir ya da

atilir (Polat 2003, Guyton ve Hall 2001, Abraham ve Kierszen 2006, Esrefoglu 2009).

2.1.6. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger hiicreleri yavas yenilenmesine karsin rejenerasyon i¢in uygun bir organdir.
Cerrahi yollarla karacigerin bir kisminin alinmasi veya toksik maddelerin etkisiyle kaybu,
rejenerasyonu baslatir. Hiicre poliferasyonu periportal alanda baslar ve lobiiliin ortasina
dogru hiicre dizileri yeniden sekillenir. Hiicreler boliinmeye devam ederken metabolik
fonksiyonlarin1 devam ettirirler (Carnerio ve Kelley 1998).

Karaciger rejenerasyonu mitojenik faktorler ve biiyiime faktorlerinin uyarici etkisi ile
gerceklesir. Bunlardan bazilari Hepatosit Growth faktér, TNF-alfa, interlokin-6 (IL-6),
epidermal growth faktdr, insiilin ve norepinefrindir. Hepatosit growth faktoriin karaciger
gelisiminde de Onemli rolii vardir. TNF-alfa, endotel hiicrelerinin poliferasyonunu
uyarirken, IL-6 ise safra kanallar1 epitel hiicrelerini etkileyen mitojenik bir ajandir

(Esrefoglu 2009).

2.2. Immiin Baskilayicilar (immiinsiipressifler)

Immiin baskilayici ilaglar1 cogu CD4 tipi T lenfositler aracilifi ile olusturulan red
reaksiyonunun ve otoimmiinite gelismesine yol agan hastaliklarin tedavisinde kullanilir.
Akut allogreft reddi reaksiyonunu giiclii sekilde onlerler. Organ transplantasyonlarinda
basar1 oranin ileri derecede artirmislardir. Red riskinin yiiksek oldugu donemlerle ytiksek
dozda ve sonrasinda kademeli sekilde azalan dozlarda kullanilirlar.

Immiinosiipresif ilaglarin en énemli sakincalar1 infeksiyona ve malignite gelisimine
karsi, viicudun savunma sistemini kirmalar1 ve malignite gelisme riskini artirmalaridir

(Kayaalp 2005).
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Sekil 2.11 . Siklosporinin kimyasal yapis1 (www.guidechem.com)

2.2.1. Siklosporin A (CsA)

Siklosporin A (CsA), immiin baskilayici bir ilag olarak, organ transplantasyonlari
basta olmak {izere otolimmin hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir kullanilan bir ilagtir
(Grub ve ark. 2000, Ponticelli 2005). Trichoderma polysporum ve Cylindrocarpon
lucidium mantarlarinin  fermantayonu ile elde edilen CsA, 11 amino asitli siklik bir
polipeptittir (Borel ve ark. 1977). Siklosporin A, C62 H111 N11 O12 kimyasal formiil
yapisindadir. Siklosporin A'daki Alfa aminobiitirik asidin yerine Norvaline'nin gelmesiyle
olusan Siklosporin G'nin etkisi yaklasik CsA'ya esittir (Wartburg ve Traber 1996, Van
Buren 1986).

Siklosporinin metabolizmas1 sitokrom p-450 gen ailesi aracilifiyla bagirsak ve
karacigerde gerceklesir. Kanda eritrositler i¢inde ve plazma proteinlerine bagli olarak
tasinir ve sadece %>5'i serbest olarak dolasir. Insanda safra, kan ve idrarda 25'ten fazla
metaboliti tespit edilmistir. Siklosporin, etkisini hiicre diizeyinde sitozolde siklofilin adi
verilen sitozolik reseptor proteinine baglanarak gdsterir. Olusan bu kompleks kalsinérine
baglanir ve onun enzimatik fonksiyonunu bloke eder. Kalsindrin, T hiicrelerine antijen
sunumundan sonra Interldkin-2 (IL-2) ve diger sitokinlerin saliiminda rol oynayan bir
sitoplazmik fosfatazdir. Boylece DNA bagimli proteinlerin aktivasyonunu, dolayisiyla IL-2
sentezini bloke ederek, lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonunda anahtar rol oynar ve
ozellikle CD4 tip T lenfositleri baskilar (Morris 1981, Wenger 1990, Kayaalp 2005).
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CsA’nin en 6nemli yan etkileri malignite gelisimi, nefrotoksisite, hipertansiyon,
norotoksisite ve hiperlipidemidir (Magee ve Pascual 2004, Magnasco ve ark. 2008, Amuda
ve ark. 2007). Nadir goriilen diger yan etkiler ise gingival hiperplazi, karaciger
disfonksiyonu ve hirsutizmdir. Nefrotoksisite basta olmak tizere tiim yan etkiler genelde
doza baghdir ve ilag dozunun azaltilmas1 veya gegici olarak kesilmesi ile genelde diizelir
(Sibley ve ark. 1983, Actis ve ark. 1995, Cheung ve Menkis 1998).

CsA’nin dokular arasi dagilimini arastiran c¢alismalara gore, CsA en ¢ok yag
dokusunda birikmistir. Siklosporinden zengin diger iki doku ise pankreas ve siirrenallerdir.
Beyin ve Beyin-omurilik sivis1 (BOS)'inda ¢ok diisiikk miktarlarda bulunur. Bu diisiik gegis
orani ile CsA’nin santral sinir sistemi tizerine olan etkilerini agiklamak zordur (Eemaire ve
ark. 1986, Lo 2004).

CsA’nin yan etkileri su sekilde siralanabilir;

Nefrotoksisite: Siklosporin nefrotoksik bir ilagtir. Nefrotoksisite, siklosporin
tedavisine sinirlamalar getirebilen, hatta bazen baska tedavi se¢eneklerinin aranilmasina
yola agan en Onemli sorun olarak goriilmektedir (Humers ve ark. 1988, Baczkowska
2009). Bobrek transplantasyon hastalarinda bobrek biyopsilerinin %50'sinde siklosporine
bagl degisikliklere rastlanilmaktadir. Siklosporine bagli nefrotoksisite 3 sekilde ortaya
cikabilir:

1) Akut bobrek yetmezligi,
2) Subakut bobrek yetmezligi
3) Kronik nefropati.

Temel mekanizmanin bobrek kan akimindaki azalma ve bobrek damar direncindeki
artis oldugu disiiniilmektedir. Olayda prostaglandinlerin rolii olabilecegi gibi,
siklosporinin dogrudan bobrek damarlar: tlizerine etkisi, ya da bobrek sinirleri araciliiyla
olusturdugu vazokonstriksiyon s6z konusu olabilir. Histopatolojik incelemede, akut bobrek
yetmezliginde proksimal tiibiiliis hiicrelerinde dev mitokondri olusumu, izometrik
vakuolizasyon ve mikrokalsifikasyon bulunurken, kronik nefropatide tabloya siklosporin
arteriolopatisi ve fokal glomeriiloskleroz eklenir. Aslinda uzun siiredir siklosporin kullanan
ve serum kreatinin diizeylerinde yilikselme saptanan bir hastada olayin siklosporin
nefrotoksisitesine mi, yoksa kronik rejeksiyona mi1 bagli oldugunu sdylemek giictiir. Bazen
bobrek biyopsisi ve siklosporin diizey 6l¢iimii yapildigr halde bu miimkiin olmayabilir

(Naesens ve ark. 2009, Baczkowska 2009).
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Hipertansiyon: Bir¢ok calisma siklosporin kullanilan kemik iligi transplantasyon
hastalarinin %60'inda kisa siirede hipertansiyon gelistigini gostermistir. Konvensiyonel
tedavi ile karsilastirildiginda hipertansiyon goriilme riski, siklosporin alan hastalarda 30
kez fazla oldugu goriilmiistiir. Renal vazokonstriksiyon ve bobrek kan akimindaki azalma
sonucu olustugu disiiniilmektedir. Bazen hipertansif ensefalopati yapabilecek Ol¢iide ciddi
olabilmektedir. Tedavide vazodilatorler ve ditiretikler kullanilir (Schacter 1988).

Sekonder malignite gelisimi: Bagisikligin uzun siire baskilanmasi bazi1 kanserlerin
olusumuna yol agabilir. Siklosporin tedavisi sonrasi gelisen malignitelerin basinda
lenfomalar gelir ve konvansiyonel tedaviye gore daha kisa siirede ortaya cikar. Deri
kanserleri ise ikinci sirada yer alir. Kaposi sarkomu ve renal karsinomlar da goriilen
maligniteler arasindadir Immiinsiipresyon altinda onkogenik viriislerin kontrolsiiz
cogalmasi ve bununla iligkili TGF-f liretimi malignite gelisiminde etkili olabilir (Penn ve
Branson 1980).

Hepatotoksisite: Siklosporinin %20-40 oraninda goriilen 6nemli bir yan etkisidir.
Biliriibin, aminotransferaz ve alkalen fosfatazda yiikselmeye neden olur. Siklosporin
diizeyi ile hepatotoksisite arasinda belirgin bir iliski vardir ve doz azaltilmasiyla
cogunlukla ortadan kalkar (Tredger ve ark 2008). Siklosporin karaciger sintizoidlerinde
geniglemeye, hepatosit hiicrelerinde sitoplazmik vakuolizasyon olusumuna neden olur.
Ayrica portal alanlarda notrofil agirlikli bir 16kosit filtrasyonu gozlenir (Kurus ve ark.
2008).

Siklosporin karaciger iizerine direk etkilidir. Siklosporin ve karaciger arasinda
iligkiler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1) Siklosporin karacigerde metabolize olur. Oral absorbsiyonu karacigere baglidir.
Serum biliiriibin  konsantrasyonu ile siklosporin biyoyararlanimi1 korelasyon
gosterir.  Karacigerde hidroksilasyon, demetilasyon ve dekarboksilasyon
reaksiyonlari ile metabolize edilir ve metabolitleri safra ile itrah edilir.

2) Siklosporin hepatatoksiktir. Hepatotoksisitesinde kolestatik tipte karaciger test
profili goriiliir. Serum bilirubin diizeyleri, alkalen fosfataz ve y-glutamil transferaz
diizeyleri artar. Yiiksek dozlarda hepatoseliiler protein yapimini azaltir. Glikojen
sentezini artirir.

3) Transplantasyonlardan sonra allogeft reaksiyonlarini 6nlemede kullanilir.

4) Karacigeri etkileyen otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yararl etkileri vardir.
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5) Parsiyel hepatektomiden sonra rejenerasyonu artirmaktadir. Eksperimental olarak
bakteriyel ve endotoksinlere bagli hiicre hasarin1 azaltmaktadir.

6) Hepatotik tiimor biiyiimesini indiiklemekte ya da modifiye etmektedir. Karacigerde
lenfoma gelisimini indiiklerken, transplantasyondan sonraki hepatoseliiler karsinom
oranini azaltmaktadir. Buna karsilik karacigerde metastatik timor gelisimini artirir
(Groen 1990, Kapan 1994).

CsA’nin dokularda neden oldugu hasarin mekanizmasi ile ilgili birgok goriis ileri
stirilmiistiir. En ¢ok kabul goren goris CsA’nin lipit peroksidasyonu sonucunda

olusturdugu serbest radikallerin yaptig1 oksidatif hasardir (Bianchi ve ark. 2003).

2. 3. Erdostein

Erdostein  (N-karboksimetiltioasetil-homosistein  tiolakton)  kronik  pulmoner
hastaliklarin tedavisi igin gelistirilmis mukolitik bir ajandir (Dechant ve Noble 1996,
Fumagali ve ark. 1988).

Erdosteinin; Metabolit I, II ve III olmak iizere {i¢ aktif metaboliti vardir. Metabolit
I;  N-tiyoglikol homosistein, metabolit 11; N-asetil homosistein, metabolit I1lI;
homosisteindir. Plazma proteinlerine %64,5 oraninda baglanir. Eliminasyon yarilanma
omri 1,4 saattir. Erdostein, oral alim sonrasi cabuk absorbe olur ve absorbsiyonu
gidalardan etkilenmez. Barsaklardan emilerek portal dolasima geger ve karacigerde
metabolize olur. Karacigerde metabolize olduktan sonra serbest hale gelen siilfidril (tiyol =
-SH) gruplar: sayesinde cok yonlii etki mekanizmasi olusur. Ug aktif metaboliti de
mukolitik ve serbest radikal temizleyici aktivite gostermektedir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi
ve ark. 1994, Yagmurca ve ark. 2007, Cabuk ve ark. 2008).

Bronsiyal mukus salgisini  seyreltici ve ekspektoran 6zelligine sahip olan
Erdostein, hem serbest radikallerin olusumunu engeller, hem de elastaz enziminin
aktivitesini inhibe ederek etki gosterir (Titti ve ark. 2000). Erdostein, solunum sisteminde
bakterinin mukozaya kolonize olmasinda en 6nemli asama olan adezyon agamasini onler
ve kullanilan antibiyotigin balgamdaki konsantrasyonunda artis saglayarak antibiyotikler
ile sinerjik etki gosterir (Biagi ve ark. 1989, Gazzani ve ark. 1989). Erdostein antiadeziv

etkisini, bakteri fimbriasindaki disiilfit baglarini kirarak bakterinin hiicre reseptoriine
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baglanmasin1 saglayan yapiy1 bozma seklinde gosterir. Bu etkisi kanmitlanmis tek
mukolitik ajandir (Braga ve ark. 1999).

Antoksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen Erdostein bir¢ok ¢alismada bu
Ozelliginden dolay1 kullanilmis ve serbest radikal olusumunu 6nledigi biyokimyasal ve

histolojik olarak gosterilmistir (Kog ve ark. 2005, Yagmurca ve ark. 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplar

Bu deneysel ¢alisma, Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (MKUHDEK) tarafindan etik kurul yonergesine uygun bulunarak onaylanmustir.
Calisma Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde (MKUDAM)
gerceklestirildi. Dokularin boyanmasi, mikrofotograflanmasit ve incelenmesi agamalari
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Calismada 32 adet, 250420 gr agirhiginda, Wistar albino eriskin erkek si¢an
kullanildi. Deneylerde kullanilan hayvanlar Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi. Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi.
Yeni ortama adaptasyon igin 5 giin siireyle bekletildi. Deney siiresince hayvanlarin deney
ortami; 151k diizeni 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ve sicaklik 20+2 °C olacak sekilde
ayarlandi. Deney siiresince hayvanlar standart pellet yem ve schir sebeke suyu ile ad
libitum olarak beslendi.

Her grupta 8 hayvan olmak iizere, 4 gruba ayrilan hayvanlara 10 giin boyunca ilag
uygulamalar1 yapildu.

Gruplar:

1. Kontrol grubu (n:8)

2. Siklosporin grubu (n:8)

3. Siklosporin +Erdostein grubu (n:8)

4. Erdostein grubu (n:8)

3.2. Tlaclar ve Uygulama Yollari

Deneyde hayvanlara uygulanan maddeler Siklosporin, Erdostein ve Serum
fizyolojiktir (SF).

Kontrol grubundaki hayvanlara 0,5 ml SF, intraperitonal yolla verildi.

Siklosporin, Novartis Sandimmun® 50 mg/ml ampul kullanildi. 50 mg siklosporin
iceren her ampul, 4 ml SF ile seyreltildi. Her ampulden 5 ml; 50 mg siklosporin igeren
cozelti elde edildi. Siklosporin 20 mg/kg dozunda, intraperitonal (i.p) yolla verildi.
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Erdostein, Sandoz Erdostin 300 mg/kapsiil kullanildi. Her bir kapsiil 10 ml’lik
bikarbonat igerisinde ¢oziildii. Olusan karigimdan 2 ml alinarak, {lizerine 8 ml daha
bikarbonat ilave edildi. Elde edilen 10 ml’lik ¢ozelti 60 mg erdostein i¢cermekteydi. Her
uygulamada bu karisimdan hayvanlara 0,5 ml uygulandi. Erdostein 12 mg/kg dozunda,

6zofagial-prob araciligiyla intragastrik yolla verildi.

Cizelge 3.1. Deney gruplar ve ila¢ uygulamalari

Gruplar Uygulanan madde Uygulama Doz
yolu

1.Kontrol grubu | SF Intraperitonal | 20 mg/kg

2.Siklosporin Novartis, Sandimmun® 50 mg/ml | Intraperitonal | 20 mg/kg

grubu ampul

3.Siklosporin+ Novartis, Sandimmun® 50 mg/ml | Siklosporin Siklosporin 20
Erdostein grubu | ampul + Sandoz, Erdostin 300 | intraperitonal, | mg/kg,

mg/kapsiil erdostein oral | Erdostein 12
mg/kg
4.Erdostein grubu | Sandoz Erdostin 300 mg/kapsiil Oral 12 mg/kg

3.3. Cerrahi Uygulama

On giinlik deney sonunda ratlara intraperitonal olarak Ketamin (90 mg/kg)-
Xylazin (10 mg/kg) anestezi uygulandi. Hayvanlar 6n orta hattan agildi. Kanatma yontemi
ile kalpten kan alinarak hayvanlar 6ldiirtildii. Hedef doku olan karacigerleri alindi. Dokular

SF ile temizlendikten sonra uygun biiyiikliiklerde boliinerek tespit soliisyonuna alindi.

3.4. Histolojik Tekniklerin Uygulanmasi

Alman karaciger dokulari, daha iyi tespit saglanmasi igin yaklagik 1 cm?’liikk pargalar

halinde %10’luk notral formaldehite alindi. Tespit soliisyonu haftada iki kez degistirilerek
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fiksasyon yenilendi. Fiksasyon asamasindan sonra dokular, klasik histolojik takip
metoduyla takip edilip parafine gomiildii.
Takip agamalar1:
1.Hidratasyon (¢esme suyu altinda, 12 saat)
2.Dehidratasyon
%70 alkol 1 saat
%80 alkol 1 saat
%90 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absolii alkol 2x%5 saat
3.Seffaflandirma
Xylene 2x1 saat
4. Parafine Gobmme
Xylene + parafin 1 saat
S1v1 parafin 1 saat (etiivde)
Kat1 parafin 1 saat
5. Bloklama
Bloklanan dokulardan mikrotomla 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler
etiive alinarak 30 dakika bekletildi ve boyama i¢in hazir hale getirildi. Dokular verilen

prosediirlere gore Hematoksilen-Eozin, PAS ve Elastik doku boyasi ile boyandi.

Hematoksilen- Eozin (HE) boyama (SIGMA-ALDRICH MHS 128- HT110180):
Dokunun genel histolojik yapisini incelemek amaciyla HE boyama yapildi. Dokular
asagidaki prosediire gore HE ile boyandi.
1. Xylene 1 5 dk
2. Xylene 11 5 dk
3. Absolii alkol 3 dk
4. Absolii alkol 3 dk
5. %96 alkol 3 dk
6. %80 alkol 3 dk
7. %70 alkol 3 dk
8. Cesme suyu 1-2 dk
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9. Mayer’s hematoksilen 15 dk
10.Cesme suyu 1-2 dk

11. Eozin 1 dk

12. %96 alkol 30 sn

13. Absolii alkol 30 sn

14. Xylene 30 dk

15. Entellan ile kapatma

PAS (Periodic Acid-Schiff) Boyama (SIGMA-ALDRICH 395B):
Hepatositlerin sitoplazmasindaki glikojen graniilleri ve bazal membranlarin daha iyi
incelenebilmesi i¢in dokular PAS ile asagidaki prosediire uygun olarak boyanda.
1. Deparafinizasyon
Ksilol 2x5 dk
Hidratasyon
Absolii alkol 2x3 dk
%96 alkol 3 dk
%80 alkol 3 dk
%70 alkol 3 dk

N

Cesme suyu 1-2 dk

Peryodik asit ¢ozeltisi 5 dk

Distile suya birkag kez daldirip ¢ikarma
Schiff ayraci 10 dk

Cesme suyunda yikama 5 dk

Hematoksilen 90 sn

© © N o g bk~ o

(Cesme suyunda yikama 3 dk
10. Dehidratasyon

%96 alkol 30 sn

%100 alkol 30 sn
11.Seffaflandirma

Ksilol 30 dk
12.Entellan ile kapama
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Elastik Lif Boyama (SIGMA-ALDRICH HT25A):
Portal alanlar ve santral vendeki kollajen liflerini gérebilmek amaciyla doku Elastik
Lif boyasi ile asagidaki prosediire gore boyandi.
1. Deparafinizasyon
Ksilol 2x5 dk
2. Hidratasyon
Absolii alkol 2x3 dk
%96 alkol 3 dk
%80 alkol 3 dk
%70 alkol 3 dk
Cesme suyu 1-2 dk
Verhoeff boyasi 10 dk
Distile suda hafifce yikama
Ferik klorit soliisyonuna birkag¢ defa daldirip ¢ikarma
(Cesme suyunda hafifce yikama
%95’lik alkole birka¢ defa daldirip ¢ikarma

Distile suda yikama

© o N o g bk~ w

Van Gieson soliisyonunda bekletme, 1-2 dk.
10. Dehidratasyon
%96 alkol 30 sn
%100 alkol 30 sn
11. Seffaflandirma
Ksilol 30 dk
12. Entellan ile kapama

Hazirlanan preparatlar Olympus CX20 1sik mikroskobu ile incelenerek fotograflandi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

HE ile boyanan preperatlardan, her gruptan 100 klasik karaciger lobiilii incelenerek

skorlamaya tabi tutuldu. Gruplar arasindaki histolojik farkliliklari ortaya ¢ikarmak igin her
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klasik karaciger lobiiliinde siniizoidlerde genisleme, inflamatuvar hiicre varligi, hepatosit
hiicrelerinin sitoplazmasinda vakuollerin varligi ve siniizoidlerde kanamanin olmasi
bulgular1 degerlendirildi.

Skorlama yapilirken histolojik degisiklikler; normal=0 (sifir), hafif =1, orta=2 ve
agir=3 olarak derecelendirildi. Gruplar arasinda histolojik farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadig1 degerlendirildi.

Skorlama islemini daha objektif yapabilmek icin preperatlarin etiket bilgi kisimlar
kapatilarak her preperata numara verildi. Preperatin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen iki
histolog tarafindan skorlama yapildi. Skorlama islemi sonrasi numaralandirilan
preperatlarin etiketlerine gore veriler bilgisayar ortamina aktarildi.

Skorlama iglemi yapilirken gruptaki her hayvanin karacigerinden farkli preperatardan
en az 10 lobiil sayildi. Bu sekilde her gruptan toplamda 100 lobiil degerlendirildi.

Biitiin istatistiksel analizlerde SPSS paket programi (Version 11.5.0; SPSS, Chicago,
IL, USA) kullanildu.

Cizelge 3.2. Deney gruplari ve histolojik dejenerasyonlar

Histolojik dejenerasyonlar Siniizoidal | Hepatositlerde Kanama inflamatuvar
genisleme | vakuolizasyon hiicre varhgi
Gruplar
1.Kontrol grubu 0 0 0 0
2.Siklosporin grubu 2.79+0.43 | 1.24+0.66 2.58+0.47 | 2.41+0.53
3.Siklosporin+Erdostein grubu 1.40+£0.68 | 0.88+0.52 1.33+£0.62 | 1.23+0.55
4.Erdostein grubu 0 0 0 0

(£ = standart sapma)
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4. BULGULAR

Deney siiresi tamamlayincaya kadar hayvan kaybi olmadi. Il. grup (Siklosporin
grubu) ve 1l1. grupta (Siklosporin + Erdostein grubu), I.(Kontrol grubu) ve IV.(Erdostein)
gruplara gore yem ve su tiketiminde azalma goriildii. Buna bagli olarak Il. ve IlI.
gruplarda agirlik kaybi oldugu goriildii.

I.Grup (Kontrol grubu) bulgulari;

Karaciger dokusunun genel histolojik yapist HE ile gosterildi. SF uygulamasi yapilan
I. grubun doku yapis1 normal olarak gozlendi. Santral venden klasik karaciger lobiiliiniin

periferine dogru uzanan hepatosit kordonlarinin yapis1 normal olarak gozlendi. Hepatosit

kordonlarinin arasinda seyreden siniizoidlerin yapisinin normal oldugu ve santral vene

acildiklari gozlendi (Sekil 4.1).

iy T
- J
Sekil 4.1. Kontrol grubu normal karaciger dokusu (HE)

Hepatosit hiicrelerinin sitoplazmalarinin pembe, ¢ekirdeklerin mor renkte boyandigi
goriildii. Hepatosit ¢ekirdeklerinin yuvarlak, 6kromatik ve bazi hepatositlerin iki ¢ekirdekli
oldugu goriildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu normal karaciger dokusu portal alan (HE)

PAS ile boyanan kontrol grubunun karaciger dokusunda hepatosit hiicrelerinin
sitoplazmalarinda boyanan glikojen graniilleri leylak renkte izlendi. HE boyamaya gore
hepatosit ¢ekirdekleri daha belirgin goriildi. Portal alanlar ve santral ven etrafindaki

hepatosit sitoplazmalarinin daha yogun boyandig: goriildii (Sekil 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu karaciger dokusu genel goriiniimii (PAS)

Sekil 4.4. Kontrol grubu karaciger dokusu (PAS)
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Elastik lif boyasi ile boyanan kontrol grubu karaciger dokularinda santral ven, portal
alanlar ve Glisson kapsiiliindeki kollajen fibrillerin pembe-kirmizi renkte boyandigi
gorildi (Sekil 4.5 ve 4.6).

Sekil 4.6. Glisson kapsiiliiniin Elastik lif boyasi ile boyanmasi
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I1. Grup (Siklosporin grubu) bulgulart;

Siklosporin uygulanan II. grubun genel doku yapist kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda histopatolojik degisiklikler oldugu goriildii. Bu bulgularin istatistiksel
olarak da anlamliydi.

Dokunun genel yapisi incelendiginde santral venden portal alanlara dogru uzanan
hepatosit kordonlarmin yapisinda diizensizlik fark ediliyordu. Bazi bolgelerde hepatosit
hiicrelerinin ortadan kalktigi ve kordon yapisinda bir organizasyon bozuklugu oldugu
gozlemledi (Sekil 4.7).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hepatositler arasinda yerlesen siniizoid limeninde
genislemeler oldugu gozlemlendi. Genisleyen siniizoid liimeninde bazi bélgelerde yogun
olmak iizere kanama oldugu gortildii. Portal alanlar ve siniizoid liimenlerinde inflamatuvar
hiicre infitrasyonu oldugu goézlemlendi. Lobiiliin baz1 bdlgelerinde inflamatuvar hiicre

gruplarmin oldugu goriildii. Hepatosit hiicre sitoplazmalarinin boyanmasi da farklilik

gostermekteydi. Bazi hepatosit sitoplazmalarin daha yogun boyandigr goriilmektedir.(Sekil
4.7).
- 9

Sekil 4.7. Siklosporin grubu karaciger genel goriiniimii (HE)
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Santral ven endotelinde parcalanma oldugu goriildii (ok Sekil 4.8). Endoteli hasarli

santral venlerde inflamatuvar hiicre ve kanama bulgular1 da goriildii (Sekil 4.8).

% - . ' "
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Sekil 4.8. Siklosporin grubuna ait karaciger dokusu. hasarli santral ven (HE)

) 4

Sekil 4.9. Siklosporin grubuna ait karaciger dokusu. Hepatosit kordonlarindaki dagilmalar (HE)
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PAS ile boyanan preperatlarda glikojen dagiliminda kontrol grubuna goére bir

farklilik goriilmedi. HE ile boyanmis preperatlardaki histopatolojik bulgular teyit edildi.

Bazal membranlar PAS ile daha iyi boyandig1 i¢in bozulan hepatosit kordonlar1 ve

genisleyen siniizoidler daha net gozlemlendi
Sekil 4.10. Siklosporin grubu genel goriinim (PAS)

Santral ven ve portal alanlarda daha yogun bir boyanma siklosporin uygulanan

grupta da goriilmekteydi. Siniizoid bosluklarindaki eritrositler ve inflamatuvar hiicreler bu

genel goriintiide tanecikler seklinde goriilmektedir.

Daha kiigiik 6lgekli mikrofotograflarda hepatosit kordonlarinin santral vene kadar

gu goriilmektedir.

ulasamadiklari ve kordon yapisinin bozuldu
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Sekil 4.11. Siklosporin grubuna ait karaciger dokusunda santral ven ve kopan hepatosit kordonlar1 (PAS)

Elastik lif boyasi ile boyanan preperatlarda Ozellikle santral ven endotelinde
meydana gelen hasar daha belirgindi. Ozellikle hepatosit sitoplazmalarinda meydana gelen

vakuolizasyon ve dejenerasyonun daha belirgin oldugu goriildii (Sekil 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.13. Siklosporin grubuna ait karaciger. Hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyonlar. (Elastik lif
boyama)
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I11. Grup (Siklosporin+Erdostein grubu) bulgulari;

HE ile boyanan III. grup preperatlarinda genel doku yapisi incelendiginde bazi
Histopatolojik bulgulara rastlandi. III. grupta meydana gelen dejenerasyonlarin II. gruba
gore daha hafif seyrettigi goriildii.

HE ile boyanan preperatlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda hepatositlerde daha
soluk bir boyanma goze carpiyordu. Ayrica sadece siklosporin uygunanan II. gruptaki
sinlizoidlerde genisleme, kanama, inflamatuvar hiicre inflamasyonu ve hepatosit hiicre
sitoplazmalarinda vakuolizasyon bulgular1 bu grupta da izlenilmesine ragmen, daha hafif
seyrettigi goriildii.

Genel doku yapisi incelendiginde III. grubun normal yapiya daha yakin bir goriiniim

sergiledigi gorildii.

Daha kiigiikk olcekli mikrofotograflar incelendiginde kanama ve hepatosit

kordonlarindaki organizasyon bozuklugunun daha az oranda oldugu goriildii.
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Sekil 4.15. CsA ve erdosteinin beraber uygulandigi grubun genel doku yapist (HE)

PAS ile boyanan preperatlarda glikojen dagiliminda bir farklilik goriilmedi.
Histopatolojik bulgular teyit edildi. Genel doku yapisindaki iyilesme PAS boyama da
belirgindi (Sekil 4.16).

-
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Sekil 4.16. CsA ve erdosteinin beraber uygulandigi grubun genel doku yapisi (PAS)
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Sekil 4.17. CsA ve erdostein uygulanan grupta karaciger dokusu. Endotel hasarinin azalmasi. (Elastik lif
boyama)

Doku yapisindaki iyilesme Elastik lif boyasi ile boyanan preperatlarda da belirgindi.
Ozellikle santral ven endotellerinde hasarm azaldign gozlendi. Hepatosit hiicre

sitoplazmalarinda vakuolizayon olusumu bu grupta da belirgindi (Sekil 4.17 ve 4.18).
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Sekil 4.18. CsA ve erdosteinin beraber uygulandigi grubun karaciger dokusu (Elastik lif boyama)
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IV. Grup (Erdostein grubu) bulgulari;

Sadece Erdostein uygulamasi yapilan IV. grupta karaciger dokusunun genel
yapisinin normal oldugu ve Erdosteinin dokuda bir hasara yol agmadig1 goriildii.

HE ile boyanan preperatlarda hepatosit kordonlarinin diizenli seyrettigi, siniizoid

liininde konrtol grubuna gore bir farklilik olmadig gozlendi.

-y
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Sekil 4.19. Erdostein uygulamasi yapilan grubun karaciger dokusu genel goriniimii (HE)
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iger dokusu (HE)

Sadece erdostein uygulanan grubun karaci

Sekil 4.20

PAS ile boyanan preperatlarda hepatosit sitoplazmalarinda kontrol grubuna gore

daha yogun glikojen depolandigi goriildii (Sekil 4.21).

) X
ALY

% i LAY :
ey N

N

N
v B

- ‘\\ vd.‘v

Sekil 4.21. Sadece erdostein uygulanan grubun karaciger dokusu (PAS)
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Sekil 4.22. Sadece erdostein uygulanan grubun karaciger dokusu (PAS)

Kontrol grubunun PAS boyamalarina benzer sekilde portal alan ve santral ven

etrafindaki hepatosit sitoplazmalarinin daha yogun boyandig1 goriildii (Sekil 4.22 ve 4.23).

Sekil 4.23. PAS ile yogun boyanan hepatositler
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Elastik lif boyasi ile boyanan preperatlarda dokunun goriiniimii normaldi. Sanrtal ven

ve portal alanlardaki endotellerde bir degisiklik olmadig1 ve hepatositlerin normal oldugu

Sekil 4.25. Erdostein uygulanan grupta Elastik lif boyama genel goriinim
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Histolojik olarak mikrofotograflarla CsA’nin hepatotoksik etkisi ve erdosteinin hasari
onemli Olciide engellemesi istatistiksel verilerimizle de desteklenmistir. Histopatolojik

bulgularin gruplar arasinda karsilastirilmasi ve 6nem degerleri Cizelge 4.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1. Histopatolojik bulgularin skorlarinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

Gruplar Sinii.zoidal Hepato'sitlerde Kanama inflamatuvaz‘
Genisleme Vakuolizasyon Hiicre Varhg

1.Kontrol grubu 0 0 0 0

2.Siklosporin grubu 2.79+0.43 1.24+0.66 2.58+0.47 2.41£0.53

3.Siklosporin+Erdostein grubu 1.40+0.68 0.88+0.52 1.33+0.62 1.234+0.55

4.Erdostein grubu 0 0 0 0

p degerleri

1-2 ,000* ,000* ,000* ,000*

1-3 ,000* ,000* ,000* ,000*

1-4 1,000 1,000 1,000 1,000

2-3 ,000* ,000* ,000* ,000*

2-4 ,000* ,000* ,000* ,000*

34 ,000* ,000* ,000* ,000*

*p < 0.05 anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 4.1.’deki p degerleri tablosu incelendiginde, kontrol grubu ve erdostein
grubu arasinda anlamli bir farkin olmadigi goriilmektedir (p=1,00).

Kontrol grubu siklosporin grubuyla karsilastirildiginda biitiin histopatolojik bulgular
bakimindan aralarinda anlamli bir fark oldugu goriilmektedir (p=0,00 * p< 0,05)

Siklosporin ve siklosporinterdostein grubu karsilastirildiginda tiim histopatolojik
bulgular bakimindan neredeyse %50’lik bir azalma s6z konusudur. Bu da istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p=0,00 *p<0,05).
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5. TARTISMA

Siklosporin A (CsA), 1980’ 1i yillardan itibaren pek ¢ok immiinolojik hastalikta
ve organ nakillerinde red reaksiyonlarmin onlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Diepering ve ark. 1983, Borel ve ark. 1996). Fungal bir siklik peptit olan bu ajan, gii¢lii
bir immiin baskilayicidir (Bianchi ve ark. 2003, Margreiter ve ark. 1983).

CsA’nin  kullanimi, transplantasyon hastalarinda yasam kalitesi ve siliresini
artirmustir. Fakat ortaya ¢ikan 6nemli yan etkiler kullanimini kisitlamaktadir (Calne ve ark.
1978). Bunlar; nefrotoksisite (Andoh ve ark. 1997, De Mattos ve ark. 2000, Rezzani 2004),
kardiyotoksisite (Laczkovics ve ark. 1987, Miller 2002, Rezzani ve ark. 2003),
hipertansiyon (Bennet 1988, Textor ve ark. 1994) ve hepatotoksisitedir (Actis ve ark. 1995,
Zhong ve ark. 2001). Bunlardan hepatotoksisite en endise verici yan etkisidir (Rezzani
2004).

CsA’nin dokularda olusturdugu hasarin mekanizmasi tam olarak anlasilamamakla
birlikte, elde edilen bulgular ROS (reaktif oksijen tiirleri)’u artirarak oksidatif hasara neden
oldugunu gostermektedir (Amuda ve ark. 2007, Bianchi ve ark. 2003). Lipofilik bir yapiya
sahip olan CsA’nin, hiicre zarina kolayca baglandigi ve membranda lipit peroksidasyonunu
indiikleyerek serbest radikal olusumuna neden oldugu in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir (Wang ve Salahudeen 1995, Wolf ve ark. 1997, Durak ve ark. 2004).

Artan serbest radikaller fosfolipit, glikolipit ve giserid gibi intraseliiler molekiillerle
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu artirir. Membran yag asitlerinin hasarini
artirarak iyon gradiyentini bozar ve membran gegirgenligini artirir. Dolayistyla membran
fonksiyonlar1 ve metabolik siirecleri bozar. ROS sentezindeki bu artis, geri doniisiimsiiz
hiicre hasarina neden olabilir (Yagi 1980).

ROS fazla iiretildiginde antioksidan enzimlerce detoksifiye edilemez. Bununla
beraber antioksidan tedavi, endojen antioksidanlarin detoksifiye edemedigi ROS’ nin toksik
etkisini engeller (Lee ve ark. 2010). Eger oksidatif stres antioksidan mekanizmalar
tarafindan karsilanamazsa lipit peroksidasyonu baslar (Greene ve Paller 1991).

Selcoki ve ark. (2007) ratlar lizerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada, giinde 15 mg/kg
dozunda, 21 giin siireyle CsA uyguladiklar1 kalp dokusunda Onemli histopatolojik
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degisiklikler oldugunu gostermislerdir. CsA uygulanan kalp dokusunda inflamatuvar hiicre
arsti, kalp kaslarinda organizasyon bozuklugu ve fibrozis olusumu bulgularina
rastlamiglardir.

Salem ve ark. (2010) yaptiklart deneysel calismada CsA’nin bobrek dokusunda
hasara neden oldugunu gostermislerdir. 25 mg/kg dozunda, 21 giin siireyle CsA
uyguladiklart ratlarin bobrek kortekslerinde kanama ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
oldugunu, ayrica bobrek tiibiillerinde yogun 16kosit birikimi oldugu histolojik olarak
gosterilmistir.

Nacar ve ark. (2006) CsA tedavisi uygulanan bobrek nakli hastalarindan alinan
biyopsi oOrnekleri lizerinde yaptiklar1 elektron mikroskobik incelemelerde; glomertil
kapillerindeki endotel hiicrelerinde sisme ve fenestra kaybi, dev mitokondri olusumu
bulgularin1 elde etmislerdir. Ayrica podosit hiicrelerinde vakuolizasyon, lipit
damlaciklarinin olusumu ve podosit hiicre ayaklarinda hasar olustugunu gostermislerdir.

Yukarida verilen deneysel calismalarda da goriildiigii gibi CsA, gesitli dokularda
toksik etkiye neden olabilmektedir. Olusturdugu hasar; organa, dozaja ve kullanma
stiresine bagli olarak degismektedir.

Karaciger canlilik i¢cin énemli fonksiyonlar1 yerine getiren, kanin kompozisyonunu
ayarlayan en 6nemli organdir (Aktiimsek 2006). 500°den fazla endokrin ve ekzokrin
fonksiyona sahip olan karaciger giinlimiizde en c¢ok arastirilan organlardan birisidir
(Altunkaynak 2006). Bizim calismamiz da karacigerde immiin baskilayici bir ajan olan
CsA’nin olusturdugu hasar ve antioksidan ozellige sahip erdosteinin bu hasara kars
etkisini histolojik olarak géstermek amaciyla planlanmis deneysel bir ¢alismadir.

Yapilan deneysel ¢alismalarda CsA’nin karaciger dokusunda hasara neden oldugu
gorlilmiigtir. CsA uygulanan hayvanlarin karaciger dokularinda; hepatositlerde sisme,
vakuolizasyon ve hiicre kaybi, siniizoidlerde genisleme, hepatosit kordonlarinda
dagilmalar, kanamalar ve inflamatuvar hiicre bulgularina rastlanmistir (Kurus ve ark. 2008,
Durak ve ark. 2004, Rezzani ve ark. 2005, Pari ve Sivasankari 2008, Kaya ve ark. 2008).

Deneysel arastirmalar incelendiginde karacigerde olusturulan toksik etkiyi dnlemek
icin antioksidan uygulamasi yapildig1 gorilmektedir (Kuvandik ve ark. 2008, Yagmurca ve
ark. 2007).

Kurus ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada CsA’nin karacigerde toksik etkisi
oldugunu gostermistir. 28 giin boyunca 10 mg/kg/giin dozunda CsA uygulanan gruplarin
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karaciger dokularinda sinilizoidlerde genisleme, hepatosit hiicre sitoplazmalarinda
vakuolizasyon ve hiicre kayb1 bulgularini elde etmislerdir. Bizim ¢aligmamiza gore daha
kronik bir hasar olusturulan bu calismada hepatosit kaybi1 daha yiiksektir. Hepatosit
hiicrelerinin ¢ogunun sitoplazmasinda asidofilik cisimler ve vakuolizasyon olusumu tespit
edilmistir. CsA ile birlikte Melatonin (4 mg/kg/giin) uygulanan grupta ise bu hasarin
azaldig1 yoniinde bulgular elde edilmistir.

Rezzani ve ark. (2005) 30 giin siireyle 15 mg/kg/giin dozda uyguladiklari CsA’nin
rat karacigerinde histopatolojik degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. Bizim
calismamiza gore daha kronik bir hasar olusturulmustur. CsA uygulanan grubun karaciger
dokusunda yapilan histolojik incelemede; hepatosit kordonlarinda organizasyon
bozuklugu, hepatositlerde yaygin olarak sisme ve siniizoidlerde kanama bulgular1 tespit
edilmistir. Calismamizla benzerlik gosteren bulgular, 1 mg/kg/giin melatonin tedavisi ve
CsA’nin beraber uygulandigi grupta daha hafif seyretmistir.

Josephine ve ark. (2008) ratlar tizerinde yaptiklar1 deneysel ¢aligmada 25 mg/kg/giin
dozunda 21 giin siireyle CsA uygulanan grubun karaciger dokusunda; portal triadlarin
cevresinde belirgin bir inflamatuvar hiicre infiltrasyonu oldugunu gostermislerdir. Ayrica
hepatosit  sitoplazmalarinda  diizensiz  yag mikrovezikiilleri oldugu bulgusu
gozlemlenmistir. Bu bulgular bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla paralellik arz
etmektedir. Fakat bizim elde ettigimiz kanama ve siniizodial genisleme bulgular1 bu
calismada elde edilmemistir.

Pari ve ark. (2008) 25 mg/kg/giin dozda, 21 giin siireyle CsA uyguladiklar: ratlarin
karaciger dokularinda hepatosit hiicrelerinde hasar olusumu ve siniizoidlerde genisleme
gibi histopatolojik bulgulara elde etmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz bulgularla
benzer bu histopatolojik degisiklikler Ellajik asit (EA) kullanilarak tedavi uygulanmustir.
Ve tedavi uygulanan grubun doku yapisinin normale daha yakin oldugu ve hasarin azaldig:
gozlemlenmistir.

Kaya ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢calismada 15 mg/kg/giin dozunda, 10 giin siireyle CsA
uyguladiklar: ratlarin karaciger dokusunda Ozellikle portal alanlarda eozinifilik hiicre
infiltrasyonunda artis ve yaygin olarak hepatositlerde sisme gozlemlemislerdir. Ayrica
santral ven ¢evresindeki hepatositlerde nekroz ve siniizoidler boyunca mononiikleer hiicre
infiltrasyonu bulgular1 gézlemlenmistir. Bizim c¢alismamiz ile benzer histopatolojik

bulgularin elde edildigi bu ¢alismada hasar, N- asetilsistein (NAC) ile tedavi edilmistir.
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CsA ve NAC’in beraber uygulandigi grupta histopatolojik degisikliklerin azaldig1
gorilmiistiir.

Kurus ve ark. (2008) ratlar iizerinde, 7,5 mg/kg/giin dozunda 28 giin siireyle CsA
uygulanan karaciger dokularinda histopatolojik bulgular elde etmislerdir. CsA uygulanan
ratlarin karaciger dokularinda hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ve siniizoidlerde
belirgin bir genisleme oldugunu gostermislerdir. Ayrica portal alan etrafinda nétrofil
agirlikli bir hiicre infiltrasyonu bulgularina rastlanmistir. CSA uygulanan ve igme sularina
2 g/lt/giin L- arjinin eklenen grubun karaciger dokularinda ise Siniizodial genisleme,
hepatositlerde vakuolizasyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu bulgulariin azaldig
gorilmiistiir.

Yapilan deneysel ¢aligmalarda da goriildiigii gibi CsA, karacigerde hepatotoksik etki
etkiye neden olan bir ajandir. Karacigerde olusturdugu hasar; uygulamanin dozajina ve
siiresine bagli olarak degismektedir. Hepatosit hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuol
olusumu, hepatosit kordonlarinin bozulmasi, hepatosit kaybi ve siniizoidlerde genisleme
gibi histopatolojik bulgularin caligsmalarda genellikle ortak oldugu goriilmiistiir. Fakat
bizim elde ettigimiz kanama bulgusunun bir¢ok calismada bulgular arasinda olmadig
goriilmustiir. Biyokimyasal parametrelerin degisiminin de 6n planda tutuldugu bu deneysel
calismalarda, bulgularin farkli olmasmin histopatolojik  yorumlama farkindan
kaynaklanabilecegini bizlere diistindiirmiistiir.

Erdostein, kronik pulmoner hastalilarin tedavisinde kullanilan mukolitik bir ajandir.
Bu ajan, ancak karaciger metabolizmasi ile serbestlestirilen iki adet tiyol (-SH) grubu
icerir. Erdosteinin antioksidan mekanizmasinda bu iki tiyol grubu rol oynar. Klinik ve
deneysel bir¢cok c¢alisma erdosteinin antioksidan olarak serbest radikal temizleyici
fonksiyonlarmin oldugunu gostermistir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi ve ark. 1994, Sahin ve
ark. 2006).

Antioksidan 6zellige sahip oldugu bilinen Erdostein birgok ¢aligmada hepatotoksik
etkiye kars1 kullanilmistir.

Yagmurca ve ark. (2007) yaptiklart deneysel c¢alismada Doksorubisin (DXR)
uygulanarak ratlarda olusturulan hepatotoksisiteye karsi, Erdostein uygulamasi yaparak
toksik etkinin azaltilabilecegini gostermislerdir. Bu g¢alismada erdostein 50 mg/kg/giin
dozunda oral yolla verilmistir. Histolojik ve biyokimyasal parametrelerin istatistiksel

olarak degerlendirildigi bu caligmada, DXR ve erdosteinin beraber uygulandigi grupla
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sadece DXR uygulanan grup arasinda anlamli bir fark oldugu istatistiksel olarak
gosterilmistir.

Kuvandik ve ark. (2008) Asetaminofen (APAP) uygulamasi yaparak olusturduklari
hepatotoksik hasarin Erdostein kullanilarak azaltilabilecegini histolojik ve biyokimyasal
olarak gostermiglerdir. Calismada APAP’in hepatotoksik etkisine karsi 150 ve 300
mg/kg/giin dozda uygulanan erdosteinin toksik etkiyi azalttig1 histolojik ve biyokimyasal
olarak gosterilmistir.

APAP ve DXR uygulanarak hepatotoksik etki olusturulan bu iki deneysel
calismanin sonuglart incelendiginde erdosteinin iyi bir serbest radikal temizleyicisi oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglara bakildiginda erdosteinin antioksidan o&zelligi sayesinde
histolojik hasar1 azalttig1 goriilmektedir.

Eraslan ve ark. (2010) yaptiklart ¢calismada CsA uygulanarak olusturulan karaciger
hasarinin Erdostein uygulanarak azaltilabilecegini gostermislerdir. Bu yoniiyle ¢calismamiz,
Eraslan ve ark.(2010) yaptig1 calisma ile benzerlik gostermektedir.

Eraslan ve ark. (2010) yaptiklart ¢aligmada, hepatotoksik hasar 25 mg/kg/giin CsA
uygulanarak olusturulmustur ve uygulama 21 giin slirmiistiir. Bizim c¢alismamizda
hepatotoksik hasar, 20 mg/kg/giin CsA uygulanarak 10 giinde olusturulmustur.
Calismamizla kiyasladigimizda, Eraslan ve ark. yaptig1 calismada daha kronik bir hasar
olusturuldugunu sdylemek miimkiindiir. Eraslan ve ark. (2010), antioksidan olarak
erdostein kullanmig (10 mg/kg/giin), CsA ve erdosteini beraber uyguladigi gruplarda,
hasarin daha az goriildiigiinii; siniizoidlerde genisleme, kanama ve portal alanlarda
inflamatuvar hiicre bulgularinin azaldigimi gostermislerdir. Calismamizda elde ettigimiz
veriler Eraslan ve ark.(2010) elde ettigi bulgularla paralellik gostermektedir. Bizim
calismamiz bu caligmadan histolojik bulgulart skorlama ve farkli histolojik boyama
yontemleriyle ayrilmaktadir.

Literatiirde karaciger toksisitesi konusunda yayinlanmis birgok deneysel caligma
incelendiginde; histolojik veriler elde edilirken dokulardan nasil bir 6rnekleme yapildig:
hakkinda agiklayici bilgilere yer verilmedigi goriilmektedir (Rezzani ve ark. 2005,
Josephine ve ark. 2008, Pari ve ark. 2008, Kaya ve ark. 2007, Yagmurca ve ark. 2007,
Kuvandik ve ark. 2008, Eraslan ve ark. 2010).

Bu konuda sadece Kurus ve ark. (2008, 2009) yaptiklari karaciger toksisite

calismalarinda dokular1 nasil 6rnekledikleri hakkinda bilgi vermis olduklar1 goriilmektedir.
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Calismamizda tiim gruplardaki dokular incelenerek, daha objektif bir sonug elde
etme adina skorlama yapilmistir. Skorlama yapilirken gruplardaki her hayvandan en az 10
klasik karaciger lobiilii olmak iizere, toplamda her gruptan 100 16biil incelenmistir.
Skorlama yapilirken siniizoidlerde genisleme, hepatositlerde vakuolizasyon, inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ve kanama bulgular1 degerlendirilmistir. Bulgular; 0= normal, 1=hafif,
2=orta, 3=agir seklinde derecelendirilerek skorlama yapilmistir. Benzer sekilde
histopatolojik bulgularin skorlanarak veri elde edildigi, ¢alismalar literatiirde de yer
almaktadir (Kurus ve ark. 2008, Yagmurca ve ark. 2007).

Skorlama yapilirken preperatlarin etiket kisimlar1 kapatilmis, hangi preperatin hangi
gruba ait oldugu bilinmeden nesnel bir degerlendirme yapilmistir. Grup bilgileri kapatilan
preperatlar numaralandirilmis, skorlama isleminden sonra numaralarina ve grup bilgilerine
gore veriler tablo haline getirilmistir.

Preperatlar degerlendirilirken gruplardaki her hayvanin karacigerinden Grnekleme
yapilmis, ayni lobiiliin tekrar incelenmemesine 6zen gosterilerek daha nesnel bir veri elde
edilmeye calisilmistir. Gruplar arasinda histolojik incelemelerde gozlenen farklilik,
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalara benzer olarak CsA ve erdosteinin beraber uygulandigi
grupta toksik hasarin azaldigi, ¢alismamizda da goésterilmistir. Calismamizda erdostein 12
mg/kg/giin dozajinda oral olarak uygulanmistir. Bazi caligmalarda Erdostein 50-150
mg/kg/giin dozunda uygulandig1 da goriilmektedir. Erdosteinin doz artis1 toksik hasarin
daha etkili bir sekilde Onlenmesini saglayabilir. Calismamizda sadece 12 mg/kg/giin
dozunda uygulanan erdostein, yeni gruplar olusturularak daha yiiksek dozajlarda uygulanip
daha etkin sonuglar elde edilebilir. Burada CsA’nin olusturdugu hasarin siddetinin de g6z
oniinde bulundurulmas: gerekmektedir.

Caligmamizda doku 6rnekleri 3 farkli histolojik yontemle boyanmistir. Bunlar genel
doku boyasi olan Hematoksilen-Eozin, glikojeni iyi boyayan PAS (Periyodik Asit- Schiff)
ve Elastik lif boyamadir.

HE boyama ile genel doku yapilart incelenmis ve skorlama islemi de HE ile
boyanan dokularda yapilmigtir. Doku genelindeki hasar HE ile boyanmis preperatlarda
gosterilmistir.

PAS ile boyanan dokularin genel yapisi incelendiginde, HE boyama ile elde edilen

bulgular1 destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir. Glikojen dagiliminda gruplar arasinda
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belirgin bir farklilik goriilmemistir. Sadece Erdostein uygulanan grubun hepatosit
sitoplazmalarinin PAS ile biraz daha yogun boyandig1 goriilmiistiir.

Elastik lif boyasi ile boyanan preperatlar incelendiginde 6zellikle CsA uygulanarak
hasar olusturulan Il. grupta santral ven endotelinde meydana gelen hasar daha net
gozlemlenmistir. Ayrica CsA uygulanan II. ve III. gruplardaki hepatosit sitoplazmalarinda
goriilen vakuolizasyonlarin, bu boyamada daha net gozlemlenmistir. Bu bulgularla da

Elastik lif boyamanin HE boyamay1 destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

60



6. SONUC

Calismamizda, hiicrelerde serbest oksijen tiirlerini (ROS) artirdigir ¢esitli
caligmalarda gosterilen bir immiin baskilayici ajan olan CsA’nin, karaciger dokusunda
olusturdugu hasar ve bu hasara kars1 antioksidan 6zellige sahip Erdosteinin koruyucu etkisi
histolojik olarak gosterilmistir.

CsA’nin karaciger dokusunda siniizoidlerde genisleme, kanama, hepatositlerde
vakuolizasyon ve dejenerasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir.

Erdostein kullaniminin, CsA’nin neden oldugu histopatolojik degisiklikleri
azaltabilecegi histolojik boyama yontemleriyle gosterilmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler bu bulgular1 destekler niteliktedir.

Sadece Erdostein kullaniminin karacigerde bir hasara neden olmadigi da histolojik
olarak gosterilmistir.

CsA’nin karacigerde olusturdugu biyokimyasal ve histolojik degisiklikler ve
Erdosteinin bu hasar1 ne derece Onleyebilecegi, maddelerin degisik dozlarda uygulanarak

farkli hayvan tiirleri lizerinde yapilacak deneysel ¢aligmalarla desteklenebilir.
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