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OZET

Bu caligmada, Galaktozamin (GAL) ile hepatit olusturulan siganlarda,
karaciger dokusunda meydana gelen histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler {izerine
Pentoxifylline (PTX) ve Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)’in etkilerinin histolojik
ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmigtir.

Calismada  Inonii  Universitesi Deney  Hayvanlari  Arastirma
Laboratuvarindan temin edilen toplam 49 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanildi. Denekler 1. Grup: Kontrol grubu 2. Grup: GAL (24) grubu 3. Grup:
GAL(dev) grubu 4. Grup: GAL+PTX grubu 5. Grup: GAL+CAPE grubu 6. Grup: PTX
grubu 7. Grup: CAPE grubu olarak 7 gruba ayrildi. 21. Giin sonunda 2. grubun disinda
biitiin sicanlar ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildi ve karacigerleri
cikarildi. Karacigerin sag lobu biyokimyasal analizlerde, sol lobu histolojik analizlerde
kullanildi. Aliman dokular, rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafine gémiildii.
Parafin bloklardan alinan Kesitlere histokimyasal (Mayer’s Hemotoksilen-Eozin, PAS,
Masson Trikrom, Toluidin mavisi) ve immunohistokimyasal (Ki-67 ve kaspaz-3)
boyama yontemleri uygulandi. Boyanan Kkesitler ve Leica DFC-280 151k mikroskobunda
incelendi.

Histolojik analizlerde; Galaktozamin uygulanan gruplarin karaciger
parankimi icerisinde normal histolojik yapidan farkli olarak izlenen, sinirlar1 diizensiz
alanlar izlendi. Bu lokal alanlar inflamatuvar, nekrotik ve apoptotik hiicreler
icermekteydi. Lobiiliin periferinde yer alan hepatositlerde glikojen kaybi gozlendi.
Menekse renginde boyanan graniilleri ile mast hiicreleri sadece portal alanlarda izlendi.
Portal alanlardaki bag dokusu igerisinde izlenen mast hiicre sayisinin GAL gruplarinda
diger gruplara gore istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p=0.0001).
Ayrica Ki-67 ve kaspaz-3 boyama metodu uygulanan kesitlerde Ki-67 ve kaspaz-3 (+)
boyanan hiicre sayilarinin kontrol grubuna gore, GAL gruplarinda anlamli derecede
arttig1 tespit edildi (p=0.0001).

Biyokimyasal analizlerde; Galaktozamin uygulanan gruplarda, kontrol
grubuna gore MDA ve MPO seviyelerinde artis gozlenirken, GSH ve GPx
aktivitelerinde azalma izlendi. Diger yandan GAL uygulanan siganlara PTX ve CAPE

verilmesiyle Kkaracigerde izlenen histolojik ve biyokimyasal hasarin diizeldigi izlendi.



Bu gruplarda karaciger parankimasinda GAL’in neden oldugu inflamatuvar, apoptotik
ve nekrotik hiicreleri igeren lokal alanlarin smirlar1 6nemli derecede kiigiildii. Ayrica
mast ve kaspaz-3 (+) hiicre sayilarinin azaldigi, Ki-67 (+) hiicre sayismin ise anlamli
derecede arttig1 tespit edildi. Biyokimyasal analizlerde ise, GAL grubuna gére MDA,
MPO seviyesi azalirken, GSH ve GPX seviyesi anlamli derecede artt1.

Bu c¢alisima GAL’in neden oldugu karaciger hasar1 iizerine PTX ve
CAPE’nin 1yilestirici etkileri oldugunu gdstermektedir. Sonu¢ olarak karaciger
hastaliklarmin tedavisinde PTX ve CAPE gibi antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi

olan ajanlarm kullanilmasinimn, olumlu etkileri olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hepatit, Galaktozamin, Pentoxifylline, CAPE
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate histological changes occurred in
hepatic tissue and effects of pentoxifylline (PTX) and caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on these changes by using histological and biochemical methods in rats, in
which hepatitis was established by galactosamine (GAL).

In this study, forty-nine Wistar Albino male rats which were provided from
Inonu University Laboratory Animals Research Center were used. Rats were divided
into 7 groups as follows: Group 1, control group; Group 2, Gal (24) group; Group 3,
GAL (continue) group; Group 4, GAL+ PTX group; Group 5, GAL+ CAPE group;
Group 6, PTX group; and Group 7, CAPE group. Rats, other than those in Group 2,
were sacrified under ketamine/xylazine anesthesia and liver of the rats were removed
after 21 days. Right lobe of liver was used for biochemical analysis, whereas left one for
histological analysis. Removed tissue samples were appied to routine tissue processes
and embedded in paraffin. Histological (Mayer’s Hematoxylin-eosine, PAS, Masson’s
trichrome, Toluidine blue) and immunohistochemical (Ki-67 and kaspaz-3) staining
methods were applied to sections obtained from paraffin blocks and preparations were
examined by using Leica DFC-280 light microscope.

In histological evaluations, irregular areas with discrete appearance than
normal histological structure were seen in the liver parenchyma of groups treated to
galactosamine. These focal areas were comprised of inflammatory, necrotic and
apoptotic cells. Glycogen loss was observed in the hepatocytes localized at the
periphery of lobule. Mast cells stained to violet were solely observed in portal areas. It
was found that number of mast cells in the connective tissue of portal areas were
significantly higher in GAL groups compared to other groups (p=0.0001). In addition,
number of cells with positive staining by Ki-67 and caspase-3 was significantly
increased in GAL groups compared to control group (p=0.0001).

In biochemical analyzes, there was an increase in MDA and MPO levels, while a
decrease was observed in GSH and GPx activity in groups treated to GAL compared to
control group. On the other hand, it was seen that, in the groups treated to GAL,
histological and biochemical injuries in the liver were recovered by administration of
PTX and CAPE. In these groups, borders of GAL-induced focal areas involving
inflammatory, apoptotic and necrotic cells were regressed. Moreover, it was found that

numbers of mast cells and caspase-3 positive cells were decreased, while number of Ki-
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67 positive cells was significantly increases. In the biochemical analysis, MDA and
MPO levels were decreased compared to GAL group, while GSH and GPx levels were
significantly increased.

In this study showed that ameliorative effects of PTX and CAPE on GAL-
induced liver injury. In conclusion, we think that the treatment of liver diseases the use
of agents with antioxidant and anti-inflammatory properties such as PTX and CAPE
have beneficial effects.

Key Words: Hepatitis, Galactosamine, Pentoxifylline, CAPE
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1.GIRIS VE AMAC

Akut hepatit; viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, alkol, ¢esitli metabolik ve
otoimmiin hastaliklar gibi degisik nedenlere bagli olarak meydana gelmektedir (1).
Selektif bir hepatotoksin olan D-galaktozaminin (GAL) neden oldugu karaciger
lezyonunun, morfolojik ve patofizyolojik 6zelliklerinin, insan viral hepatitindekine
bircok acidan benzedigi bildirilmistir (2). GAL, hiicresel iridin trifosfat
konsantrasyonunu azaltip, RNA ve protein sentezini inhibe ederek, karaciger hiicre
nekrozuna yol a¢cmaktadir (3). GAL ayrica Kupffer hiicrelerini aktive ederek bu
hiicrelerden tiimor nekroz faktdr o (TNF-a) gibi sitokinlerin salinmasina neden olur (4).
TNF-a tiretiminin pek ¢ok ¢alismada hepatositlerde apoptozisi uyardigi gosterilmistir
(5, 6). GAL’in uygulanmasiyla olusan karaciger hasarinin asil nedeninin, aktive olmus
Kupffer hiicrelerinden salman serbest oksijen radikallerinin olabilecegi 6ne striilmiistiir
.

Pentoxifylline (PTX), bir TNF a inhibitoriidiir (8). Makrofajlardan TNF-a
salinimini azaltarak IL—1 ve IL-6 gibi kemotaktik mediatorlerin yapimini azalttigi ve bu
yiizden de inflamatuar reaksiyonlar1 baskiladigina dair veriler vardir (9). Pentoxifyllinin
ksantin oksidazi inhibe ederek siliperoksit (SO) ve hidroksil (OH) radikalleri olusumunu
engelledigi diistiniilmektedir (10, 11). Ayrica fosfolipaz A2’yi inhibe ederek
prostosiklin salinimini arttirir béylece noétrofillerin infiltrasyon ve aktivasyonunu azaltir
(12).

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) yapica flavonoidlere benzeyen, bal
aris1 propolisinin aktif bir bilesenidir (13). CAPE’nin antioksidan, antiinflamatuar,
antiviral, immiinomodiilatér, noroprotektif ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir
(14, 15). Arasidonik asit kaskadmi giiglii sekilde modiile ettiginden diger propolis
bilesenlerine gore antiinflamatuar etkisi daha belirgindir (13). Ayrica 10 pmol/L
konsantrasyonda ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana
getirilen reaktif oksijen tiirlerininin hepsini bloke ettigi gosterilmistir (16).

Bu ¢alismada, D-Galaktozamin ile hepatit olusturulan sicanlarin karaciger
dokusundaki histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler tizerine PTX ve CAPE’nin
iyilestirici etkilerinin histokimyasal ve biyokimyasal yOntemlerle incelenmesi

amacland1.



2.GENEL BILGILER
2.1.Karaciger anatomisi

Viicuttaki en biiyiikk i¢ organ ve en biiyilk bez olan karaciger; kirmizi
kahverenginde, elastik kivamli ve kolaylikla pargalanabilen yapiya sahip bir organdir
(17). Yaklagik 1500 gr agirliginda olan karacigerin sag sol uzunlugu 25-30 cm, sagda 6n
arka uzunlugu 15-16 cm ve yiiksekligi ise 8 cm’dir (18, 19).

Karm boslugunun sag {iist bolimiinde, diyaframimn altinda, mide ve
bagirsaklarin iistiinde yerlesmistir (20, 21). Karaciger kostalarin arkasinda korunmus
konumda olup ¢ok az bir boliimii karm 6n duvari ile dogrudan iligkidedir (22).

Onde; diyafram, sag ve sol arcus costalis, her iki akcigerin basis
pulmonis’leri, processus xiphoideus ve karin 6n duvari ile komsudur.

Arkada; diyafram, sag bobrek, flexura coli dextra, duodenum, safra kesesi,
vena cava inferior, 6zefagus ve fundus gastricus ile komsudur (23).

2.1.1. Karacigerin baglan

Karaciger diyaframin alt yliziine ve karm 6n duvarma 6 bag araciligi ile
tutunur. Bunlardan besi (falciforme hepatis, ligamentum coronarium, ligamentum
hepatorenale, ligamentum triangulare dextrum ve ligamentum triangulare sinistrum)
peritoneum’un olusturdugu baglardir. Birisi de (ligamentum teres hepatis) embriyolojik
v. umbilicalis’in kapanmasi ile olusan bir bagdir. Karaciger ayrica peritoneal bir yap1
olan omentum minus (ligamentum hepatogastricum ve ligamentum hepatoduodenale)
araciligi ile mide ve duodenum’a baglanir (24, 25).

Karaciger, karin 6n duvarma lig. falciforme hepatis araciligi ile tutunur ve
diafragmaya komsu olan kii¢iik bir boliim hari¢ karacigerin neredeyse tamami visceral
periton ile kaphdir. Peritonun ilave katlantilar1 karacigeri mideye (ligamentum
hepatogastricum), duodenuma (ligamentum hepatoduodenale) ve diyaframa
(ligamentum triangulare dextrum et sinistrum ve ligamentum coronarium) baglar (26).

2.1.2. Karacigerin yiizleri
Karaciger’in facies diafragma ve facies visceralis olmak iizere iki yiizii

bulunur (27, 28). Bu iki yiizii keskin bir kenar olan margo inferior ayirir (29).



Facies diaphragmatica:

Facies diaphragmatica yiizeyi diizgiindiir; kubbe bigimindedir ve diyaframin
icblikey olan alt yiiziiyle komsudur. Pars anterior, pars superior, pars posterior ve pars
dextra olmak iizere boliimleri bulunur (18, 25).

Pars superior: Facies diaphragmatica’nin iist kismidir. Bu yiiz diafram kubbesi
aracilig1 ile sag tarafta pleura ve akcigerle, sol tarafda da perikardium ve kalp ile
komsudur. Ust yiiziin biiyiik boliimii periton ile kaplidir. Sadece arka kismma yakimn
boliimiinde periton bulunmaz. Diaframa gevsek bag dokusu aracilig ile yapisik olan bu
saha, area nuda’nin 6nde kalan kiigiik bir boliimiidiir. Area nuda, lig. coronarium’un
sinirladig1 peritonsuz sahadir (22, 26, 27).

Pars anterior: Karacigerin diafragmatik yiiziiniin 6n bolimidiir. Bu boliim sag
tarafta 6-10. kosta ve kikirdaklari ile sol tarafta ise 7-8. kikirdak kostalariyla komsudur.
Pars anterior lig. falsiforme hepatis’in bulundugu yer hari¢, tamamen peritonla kaphdir
(21).

Pars posterior: Sag tarafta genis ve kiint sol tarafta ise dardir. Pars posterior’un
biliyiik kismi peritonsuzdur. Lig. coronarium’un iginde kalan bu sahaya area nuda
denilir. Bu saha gevsek bag dokusu araciligi ile diaframa’ya tutunur. Area nuda’nin 6n
taraftaki kiiclik bir boliimii pars superior’da bulunur (21).

Pars dextra: Diafragmatik yiiziin peritonla ortiilii sag kismudir. Bu boliim
diaframa aracilig ile kostalarla komsudur (21).

Facies visseralis:

Karacigerin karin organlar1 ile komsu olan konkav alt yiiziine facies
visseralis denilir (18). Bu yiliz arkaya, asagiya ve biraz da sol tarafa bakar. Tespit
edilerek c¢ikarilmis karacigerin visseral yiiziinde, komsu oldugu organlarm izleri
bulunur. Bu yiiziin ortalarinda porta hepatis denilen biiyiik bir gecit bulunur. Porta
hepatis’ten v.porta hepatis ve etrafindaki sinir ag1 ile birlikte a. hepatica propria’nin
dallar1 girer, safra kanallari ile lenf damarlar1 da ¢ikarlar (21).

Porta hepatis

Porta hepatis, karacigerin facies visceralis’in ortasinda bulunan transvers yarik
seklinde bir gecittir. Buradan v.porta hepatis ile a.hepatica’lar karacigere girer ve ductus
hepaticus’lar ile bazi lenf damarlar1 ¢ikar.

Porta hepatis’den gegen yapilar; v. porta hepatis, a.hepatica, plexus hepatikus,

duktus hepatikus dexter ve sinister ve lenf damarlar1.



2.1.3. Karacigerin loblan

Karaciger biri biiyilk lobus hepatikus dexter, digeri kiiciik lobus hepatis
sinister olmak iizere iki lobdan olusur (26). On ve iist yiizde bu iki lobu birbirinden
lig.falciforme hepatis aywrir. Viseral yiizde loblar1 birbirinden ayiran yapilar daha
belirgindir. Viseral yiizde bulunan H harfi seklindeki oluklar karacigerin viseral yliziinii
dort loba ayirir. Sulcus sagitalis dextranin sag tarafinda kalan boliime lobus hepatis
dexter, fissura sagitalis sinistra’nin solunda kalan bdliime ise lobus hepatis sinister
denilir. Bu iki oluk arasinda ve porta hepatisin 6niinde kalan kisma lobus quadratus,
arkasinda kalan kisma ise lobus kaudatus adi verilir (21, 22, 24, 26).

Lobus hepatis dexter:

Sag hipokondrium bolgesinde bulunur. Sol lobdan 5-6 defa daha biyliktiir ve
tim karacigerin 5/6 sin1 olusturur. Sag ve sol lobun smirim1 diafragmatik yiizde lig.
falciforme hepatis, visseral yiizde ise fissura sagitalis sinistra belirler (21, 26, 27).

Lobus quadratus:

Sag lobun viseral yiiziinde ve porta hepatisin 6n tarafinda bulunur. Bu lobu
onden karacigerin margo inferior’u, arkadan porta hepatis, sag taraftan fossa vesica
biliaris ve sol taraftan da fissura ligamentis teretis sinirlar (21, 26).

Lobus kaudatus:

Sag lobun viseral yiiziinde ve porta hepatisin arka tarafinda 10-11. gogiis
omurlar1 hizasinda bulunur. Bu lobu 6nden porta hepatis, sagdan sulkus vena kava ve
soldan da sulkus fissura ligamenti venosi sinirlar (21, 27).

Lobus hepatis sinister:

Sag lobdan daha kii¢iik ve yassidir. Epigastrium’da ve kismen de sol
hipogastrium’da bulunur. Biraz konveks olan iist yiizii diafragma ile, konkav olan alt
ylizii ise mide ile komsudur (21, 27).

2.1.4. Karacigerin damarlar ve sinirleri

Karacigerin arterleri

Karacigeri a.hepatica propria besler. Bu arter, trunkus coeliakus’un bir dali
olan a. hepatica communis’in dalidir. Lig. hepatoduodenale i¢inde v. porta hepatis ve
duktus choledokus ile birlikte uzanan bu arter, porta hepatis’e gelince r.dexter ve
r.sinister olmak iizere iki dala ayrilir. V. porta hepatis’in dallar1 ile birlikte karacigere

dagilir. A. hepatika propria’nin dallar1 arasinda anastomoz yoktur (21, 22, 27, 29).



Karacigerin venleri
V. porta hepatis ve v. hepatika olmak iizere iki grup veni vardir. V.portae
hepatis, v. mesenterika superior ile v. lienalis’in birlesmesiyle olusur. A. hepatika
propria ile birlikte lig. hepatouodenale icinde uzanarak porta hepatis’e gelir.
Karacigerde a. hepatica proprianin dallar1 ile birlikte uzanir ve sonunda, beraber
seyrettigi arterle birlikte v. sentralis’e agilir. v. centralisler birleserek v.hepaticalar1
olusturur. Bu venler porta hepatisden giren kanlar1 v.kava inferior’a tasirlar.
V.hepatikalar karaciger segmentasyonuna uymazlar (21, 22, 28, 29).
Karacigerin lenf drenaji
Karacigerin derinlerinden gelen lenf damarlarmin c¢ogu porta hepatise
gelerek buradaki nodi lemfatici hepatisite’ye agilirlar. Bunlarin bir kismida foramen
bursa omentalis gevresindeki lenf nodiillerine agilir. Derin lenf damarlarinin bir kismi v.
hepaticalar1 takip ederek foramen vena kava’ya gelirler. Daha sonra karacigerin tiim
lenfatikleri nodi lemfatiki frenici superiora ulasirlar. Buralardan ¢ikan lenf damarlar1 da
truncus lemfatikus dekster ve duktus thorasikus’a agilirlar (21).
Karacigerin sinirleri
Sempatikleri nervus splaniki’den, parasempatikleri ise sag ve sol nervus
vagus’tan gelir. Bu lifler once pleksus koeliakus’u olustururlar (18). Buradan ¢ikan
lifler arteria hepatica propria ve v portae hepatis etrafinda plexus hepaticus adi altinda
karacigere gider (21, 22, 30, 31).
2.2. Karacigerin Embriyolojisi
2.2.1. Karaciger gelisimi
Karaciger, safra kesesi ve safra kanallar1 ile birlikte dordiincii haftanin
basinda, 6n bagirsagin kaudal parcasindan 6ne dogru bir ¢ikint1 olarak belirirler (32,
33). Hepatik divertikiil veya karaciger tomurcugu olarak bilinen bu c¢ikinti, perikard
boslugu ve yolk sap1 arasindaki mezodermal plagi, yani septum tranSversumu penetre
eden, hizli proliferasyon gosteren hiicrelerden meydana gelir. Karaciger hiicreleri
septumun i¢ine girmeye devam ederken, hepatik divertikiil ile dnbarsak (duodenum)
arasindaki baglant1 daralarak safra kanallarin1 olusturur. Safra kanalindan kaynaklanan
kiiciik bir ventral ¢ikint1 safra kesesi ve sistik kanal haline gelir. Gelisimin daha sonraki
donemlerinde, epitelyal karaciger kordonlari vitellin ve umblikal venlere karisarak
hepatik siniizoidleri meydana getirir. Karaciger kordonlar1 parenkime farklanir ve safra
kanallarmin i¢ yiiziinii doserler. Hematopoietik hiicreler, Kupffer hiicreleri ve bag

dokusu hiicreleri septum transversum mezoderminden kdken alirlar (34).
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Karaciger hizla gelismesiyle besinci haftadan onuncu haftaya kadar karin
boslugunun biiyiik bir kismmi kaplar. Vena umbilikalisten karacigere akan oksijenli
kanmn miktari, karacigerin gelisimini ve fonksiyonel segmentasyonunu belirler (32).
Baslangicta karacigerin sag ve sol loblarinin biiyiikliigii ayni iken, kisa bir siire sonra
sag lob daha fazla biiylir. Altinct haftada baslayan hematopoezis, karacigere parlak
kirmiz1 bir renk verir; karacigerin yedinci ve dokuzuncu haftalar arasindaki
biiyiikliigiinden de bu hematopoetik aktivite sorumludur (34). Intauterin yasammn 10.
haftasinda karacigerin agirligi toplam viicut agirhiginin %10’u kadardir (32). Organmn
agirhigindaki bu fazlalik, kismen siniizoid sayisinin yiiksekligine atfedilirse de, bir bagka
onemli etken de, gordiigli hematopoietik fonksiyonlardir. Hepatik hiicrelerle damar
duvarlar1 arasinda, beyaz ve kirmizi kiirelerin tretildigi, proliferasyonla karakterize
genis bir hiicre ag1 vardir. Hematopoietik aktivite, gebeligin son iki ayinda yavas yavas
azalir ve dogumda geride ancak birka¢c hematopoetik hiicre adasi kalir. Artik karacigerin
agirhigr toplam viicut agirhginin %35°1 kadardir (34). Onikinci haftada, karaciger
hiicreleri safra yapimina baslar (32, 33).

2.2.2. Karaciger gelisiminin molekiiler diizeni

Onbarsak Sonbarsak

Sekil 1: Karaciger gelisiminin molekiiler diizeni (33)

Onbarsak endoderminin tiimii karacigere dzgii genleri eksprese edebilme ve
karaciger dokusuna doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak bu ekspresyon cevredeki

ektoderm, non-kardiyak mezoderm ve 6zellikle notokord gibi dokulardan agiga ¢ikan
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baz1 faktorler etkenlerle bloke edilir. Bu inhibitérlerin etkisi de gelecekteki karaciger
bolgesine kardiak mezoderm tarafindan salgilanan fibroblast biiyiime faktorleri (FGF)
tarafindan bloke edilir (Sekil 1). Anlagilacagi gibi barsak endoderminden karacigere
0zgli genlerin eksprese olmasi kardiyak mezoderm tarafindan salgilanan inhibe edici
faktorleri inhibe eden maddeler sayesinde miimkiin olur. Kardiyak mezodermden
karaciger bolgesindeki barsak endodermi hepatositlere ve safra kanali hiicrelerine
indiikler. Bu siire¢ kismen hepatosit niikleer transkripsiyon faktorleriyle de (HNF 3 ve
4) kontrol edilir (34).
2.3. Karaciger histolojisi

Karaciger karm boslugunda diyafram altinda, sag iist kadranda yer alan
viicudun en biiyiik bezi olarak kabul edilen bir organdir (35, 36, 37). Safra kanallar1
yoluyla salgismn1 duedonuma bosalttigindan ekzokrin, sentezledigi maddeleri kana
dogrudan dogruya verdiginden endokrin bir bez niteligini tagir (38).

2.3.1. Stroma

Karaciger hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson kapsiilii)
ile ortiladir (39, 40, 41, 42, 43). Kollajen ve elastik lif iceren bu kapsiil periton ile
cevrelenmistir (35).

Hilus bolgesinde Glisson kapsiilii igceriye dogru girer ve organi lobiillere
ayirir. Dort lobdan olusan karacigeri lobiillere ayiran bag dokusu insanlarda ¢ok az
gelistiginden lobiil sinirlar1 kolayca secilmez. Lobiillerin birbirleriyle birlestigi
bolimlerde bag dokusu artarak, enine kesitlerde iiggen bi¢iminde segilen alanlar
olusturur. Arter, ven ve safra duktusu’nu igeren bu bag dokusu alanlarina portal aralik-
Glisson tiggeni ya da Kiernan araligi denir (38).

Kapsiiliin peritona bakan yiiziinde ser6z mezotel, 0Ozellikle patojen
bakterilerin ve diger zararli maddelerin girigsine karsit organi korur. Glisson kapsiilii,
karacigere disaridan destek vermesinin ve organin seklinin korunmasinin yani sira, az
sayida kii¢ilk kan damarma da sahiptir ve karaciger parankiminin i¢ine uzantilar
gonderme yoluyla, stromaya katkida bulunur. Kapsiilin devami, porta hepatis
bolgesinden igeriye gecerek kan ve lenf damarlarma, safra kanallarina ve sinirlere
desteklik saglar (44).

Karacigerin ¢ok yonlii fonksiyonlarmi gergeklestiren 6zel bir damar ve
kanallar (safra) sistemi vardir. Makroskobik olarak bu yap1 su sekilde belirtilir:
karacigerin alt yiiziinde porta hepatis olarak belirtilen bir bdliim; organin giren damar ve
c¢ikan kanal yapisiin bag dokusu esliginde uygun olarak bulundugu yerdir. Diger kitle
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seklindeki organlarda oldugu gibi damar ve kanal yapilarinin organla baglantisi olan bu
bdlgeye hilus denir. Hilusda yer alan yapilar:
1-Karacigere karin i¢i organlardan metabolik maddeleri ve oksijenden az yogun
vendz kan tagtyan ven (vena porta)
2-Organin normal kanlanmasmi saglayan arteriyel kan tasiyan (arteriya
hepatica)
3-Karacigerin ekzokrin salgis1 safrayi safra kesesine tastyan bir kanal (kanalis
hepatikus)
4- Karacigerde olusan lenf sivisini lenf sistemine tasiyan bir lenf damar1
Hilusda belirtilen bu yapilar, karacigerin bir organ olarak hem sindirim
sistemi ile olan iliskisini hemde viicudun diger sistemleri ile fonksiyonel baglantisini
aciklamaya yardim eder. Vena porta organ i¢inde dallanma gostererek lobiil ¢cevresine
kadar ulagir. Bu dolasim sindirim sisteminde absorbe edilen materyalin metabolik
aktiviteye katilmasi i¢in karacigere getirilmesinde onemlidir. Safra kanali araciligiyla
karacigerden cikan safra bir ekzokrin salgi niteligindedir ve sindirim kanalina ulagir.
Vena hepatica ise organ parenkimasinda olusturulan bir¢ok maddeyi dolasim sistemi
araciligiyla hedef dokulara ulastirir (37).
2.3.2. Karaciger lobiilleri
Karaciger kendini ¢evreleyen bag dokusunun olusturdugu bélmelerle belirli
loblar ve daha ince bag dokusunun ¢evreledigi (besgen) hekzogonal lobiiller igerir.
Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleri karaciger lobiilleridir (36). Islevsel birim
olarak ele almman lobiil; merkezinde ven yapisi olmak iizere onun etrafinda 1sinsal
diizende kordonlar yapan karaciger hiicrelerinden olusur. Hiicreler belirli bir aralik
(perisinuzoidal aralik) gostererek sinuzoid tipi kapiller yapiyla (karaciger sinuzoidleri)
birlikte vena sentralisin ¢evresinde 1ginsal diizende yapilanmiglardir (37).
Fonksiyonel olarak ti¢ farkli karaciger lobiilii tanimlanmistir. Geleneksel

olarak en ¢ok kullanilan tanim klasik karaciger lobiilleridir (36) (Sekil 2).



1-Klasik karaciger lobiilii
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Sekil 2: Klasik karaciger lobiilii (45)

Merkezi vena sentralis olacak sekilde 1smsal diizen gosteren hiicreler ve
lobiil ¢evresi bag dokusundan olugsmustur (37). Karaciger lobiilleri, ortalama 0,2x2 mm
boyutlarinda olup en kiigiik yapisal ve islevsel bigimleri olustururlar (46, 47). Silindirik
ya da prizmatik bi¢cimlidir. Tam kapsiil altindakiler disinda kalan lobiillerin ¢gogunun
apeksi hilusa yoneliktir. Lobiillerin sayis1 yaklasik 1 milyondur. Enine kesitlerde lobiil
altigen seklinde segilir. Her kosesinde Glisson ii¢geni, arkasinda vena sentralis denen
lobiile giren kanin toplandig1 damar bulunur. Vena sentralis ¢evresinde 1smsal seyirli,
birbirleriyle anastomozlasan dallanan karaciger hiicreleri bir epitelyal ag olustururlar.
Bu nedenle karaciger igin retikiiler bez terimide kullanilmaktadir. Tek bir hiicre
kalmhigindaki karaciger hiicre kordonlarima Remark kordonlar1 ya da karaciger hiicre
kordonlar1 denir. Karaciger hiicre kordonlar1 arasinda bulunan siniizoid tipi damarlar
safra yollar1 ve retikiiler fibrillerde benzeri sekilde retikiiler bir diizenleme gosterirler
(38). Baz1 bolgelerde, lobiiller safra kanallari, lenfatikler, sinirler ve kan damarlari
iceren bag dokusuyla sinirlanmistir (43, 48, 49). Portal alanlar adi verilen bu bolgeler,
lobiillerin kdselerinde bulunur ve portal triadlar igerir. Insan karacigerinde her lobiilde
3-6 portal triad bulunur. Her bir portal triadda bir veniil (portal venin bir dali); bir
arteriyol (hepatik arterin bir dali); bir kanal (safra kanali sisteminin bir parcasi) ve
lenfatik damarlar bulunur. Hepatositler, karaciger lobiili iginde 1sinsal olarak

dizilmislerdir (48).



2-Portal lobiil

Sekil 3: Portal lobiil (50)

Portal lobiil ii¢ santral ven arasinda yer alan tiggen sekilli alandir ( 51, 52)
(Sekil 3). Ortada portal alan bulunur. Bu lobuliin tanimlanmasi karacigerin ekzokrin
fonksiyonunu vurgulamak i¢in uygundur (53, 36). Bilindigi gibi hepatositlerde tiretilen
safra, karacigerin ekzokrin iirtinlerinden biridir. Safra kanalikiilleri ve safra kanallar1
araciligi ile dilodenuma atilir. Portal lobiillerde safra klasik lobiiliin aksine periferden
merkeze dogru akar (51).

3-Karaciger asinusu

Sekil 4:Karaciger asinus yapisi (54)
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Karaciger asiniisii kisa ekseni iki portal alan arasinda, uzun ekseni iki santral
ven arasinda bulunan baklava seklinde veya oval sekilli alandir (Sekil 4). Kisa eksene
en yakin bdlim 1.zon, en uzak bdliim 3. zon olarak bilinir. Ikinci zon karaciger
asiniisiiniin santral bolgesidir (36).

Periferik zonda kan damarlar1 lobiiliin periferinden merkezine dogru
ilerlediginden, glikojen, oksijen ve diger maddelerden en zengin kanla karisan periferik
hiicreler, stirekli aktivite gosterirler. Kandaki zararli maddelerden de ilk etkilenen bu
hiicrelerdir. Glikojen en ¢ok bu hiicrelerde depolanir, daha az olarak da i¢ zonlarda
birikir. A¢lik durumunda glikojenin yeniden kana verilmesi s6z konusu oldugunda ilk
once santral hiicreler glikojeni bosaltmaktadir. Bu zonda glikojen tiikenene kadar diger
zonlardaki hiicrelerden glikojen verilmez (38). Zon | glukoneogenezde daha aktiftir ve
diger bolgelere gore daha fazla alkalen fosfataz ve transaminaz igerir (55).

Ara zon (zon Il) da kabaca klasik lobiiliin orta zon alanina isabet eder (56).

Santral zon (zon III) da vena sentralis ¢evresindeki dar bir bolgeyi olusturan
dinlenme evresindeki hiicrelerdir. Karacigerde patolojik ve fizyolojik yag birikimi
santral zondaki hiicrelerde baglar. Diyet yetersizligi gibi bazi durumlarda ise yag
depolanmas1 periferik zonda daha fazla olur. Neden ortadan kalkinca depo yagda
kaybolabilir (38). iskemik olaylardan (sentrilobiiler nekroz) en ¢ok zon III deki
hepatositler etkilenir. ila¢g metabolize edici enzimler yiiksek yogunluktadir ve glikoliz,
lipogenez, detoksifikasyon gibi islevler burada gerceklesir (36). Asiniisiin {i¢ bolgesinin
icinden gecen oksijen gradyam (degisim Olciisii) metabolik heterojenlik ve enzimlerin
farkli dagilimlari, iskemi ve toksik maddeler yiliziinden olan karaciger hasarmin bolgesel
dagilimi agiklar (56).

2.3.3.Karaciger hiicreleri (Hepatositler)

Karacigerin temel yapisal elemani olan karaciger hiicresi lobiil i¢inde
bulunan fonksiyonel parankim hiicreleridir (37). Bu epitelyal hiicreler karaciger
sinuzoidleri arasinda kordonlar yapar. (37, 48, 57, 49). Karaciger hiicreleri polihedral, 6
ya da daha fazla ylizeyli ve 20-30 um capindadir. Isik mikroskobik diizeyde poligonal
sekilli hepatositlerin niikleuslar1 yuvarlak ve merkezi durusludur. Hiicrelerin biiytlik
cogunlugu tek niikleus, bir kismi ¢ift niikleus igerirler. Niikleus yuvarlaktir,
heterokromatin igerir ve belirgin bir veya iki niikleolusa sahiptir (37). Rutin boyanan
hiicrelerde sitoplazma genellikle asidofil 6zellik gosterir (48). Sitoplazmada
hematoksilen eozin gibi boyalarla az belirgin olan bazi organel ve inkliizyonlar 6zel
boyalarda belirgin olarak gozlenir (37).
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Karaciger hiicresi bol miktarda endoplazma retikuluma (hem kaba hem de
diiz) sahiptir. Kaba endoplazma retikulum sitoplazma i¢ine sa¢ilmis kiimeler olusturur,
bunlar bazofilik cisimler olarak isimlendirilir. Bu yapilardaki poliribozomlarda birkag
tip protein (6rn. kan albumini, fibrinojen) sentezi yapilir. Sitoplazma icinde diffiiz
olarak yayilmis diiz endoplazma retikulumda ¢esitli maddelerin viicuttan atilmasindan
once inaktivasyonunu ya da detoksifikasyonu icin gerekli olan oksidasyon, metilasyon
ve konjugasyon gibi 6nemli olaylar meydana gelir. Karaciger hiicresi glikojen igerir (36,
44) Bu polisakkarit elektron mikroskobunda, kaba ve elektron-yogun graniiler halinde
goriliir. Karacigerde bulunan glikojenin miktar1 giinliik ritme uyar. Karaciger glikojeni
glukoz i¢in depolar ve kandaki glukoz diizeyi normalin altina diiserse mobilize olur. Bu
sekilde hepatositler, viicut tarafindan kullanilan enerjinin ana kaynaklarmdan biri olan
kan glukozu diizeyini sabit tutar. Karaciger hiicresi yaklasik 2000 mitokondri icerir. Sik
goriilen diger bir hiicresel yap1 da hiicre i¢i organellerin yikimi ve doniisiimii i¢in
onemli olan lizozomlardir. Lizozomlarin ayni zamanda reseptor aracili endositozda
onemli bir rolii vardir. Bu makromolekiiller baslangicta endozomlara tasinir, bunlar ise
daha sonra lizozomlarla kaynasirlar. Hepatositlerde peroksizomlar ve Golgi
kompleksleri (her hiicrede yaklasik 50 tane) ¢ok sayidadir (36, 44). Her bir Golgi
kompleksi yassilasmis sisternalar, kiiciik vezikiiller ve safra kanalikiilii yakininda yer
alan daha biiyiik vakuollerden olusmustur. Bu organelin fonksiyonlar1 arasinda
lizozomlarin olusturulmasi ve plazma proteinlerinin (6rn. albumin), gikoproteinlerin
(6rn. transferin) ve lipoproteinlerin (6rn. ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler —VLDL)
salgilanmasi bulunur (58, 48).

Portal triadlardan farkli wuzakliklarda bulunan hepatositler, yapisal
histokimyasal ve biyokimyasal farkliliklar gosterirler (48). Her bir karaciger hiicresinin
yiizeyi, diger hepatositlerin ylizeyi ve Disse araligi boyunca siniizoidlerin duvari ile
temas halindedir. iki hepatositin bitisik oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda tiibiiler bir
aralik bulunur ve bu aralik safra kanalikiilii olarak isimlendirilir (48, 57, 49). Safra
kanal sisteminin ilk kisimlar1 olan kanalikiiller, 1-2 um ¢apinda tiibiiler bosluklardir. Bu
alanlar sadece iki hepatositin plazma membranlariyla smirhidir ve i¢inde az sayida
mikrovillus bulunur. Bu kanalikiillerin ¢evresindeki hiicre memranlar1 sik1 baglantilarla
sikica birlegsmislerdir (48). Safra kanalikiilleri karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca
anastomoz yapan kompleks bir ag olustururlar ve portal alanlarda sonlanirlar. Bu
nedenle safra kanin ters yoniinde, yani klasik lobiilin merkezinden periferine dogru

ilerler. Periferde safra, Herring kanallarina girer. Bu kanallar a¢ik sitoplazmali ve az
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sayida organel iceren kiibik hiicrelerden olugsmuslardir. Herring kanallar1 kisa bir mesafe
katettikten sonra lobiill smirindaki hepatositleri gecerek portal triadlardaki safra
kanallarinda sonlanir. Safra kanallar1 kiibik ya da prizmatik epitelle ortiiliidir ve
belirgin bir bag dokusu kilifina sahiptir. Bu kanallar giderek genisleyip birleserek sag ve
sol hepatik kanallar1 olustururlar ve sonunda karacigeri terk ederler (48, 57, 49).
Hepatositin Disse araligina bakan ylizeyinde bu araliga dogru uzanan ¢ok sayida
mikrovillus bulunur, ancak bu hiicreler ile siniizoid duvarinin hiicreleri arasinda her
zaman bir bosluk vardir (57, 48).

2.3.4.Karaciger Sinuzoidleri

Central
vein

Sinusoids«_, ‘ __zLiver cell plate
Space of Disse \ / _~ Kupffer cell
\ ‘ / Bile canaliculi

Terminal
lymphatics

Lymphatic
duct

Sekil S5:Karaciger sinuzoid yapisi (59)

Karaciger hiicre kordonlarinin aralarini dolduran arteriyovendéz kan igeren,
ozellesmis kapillerlere siniizoid adi verilir (48, 57, 49) (Sekil 5). Ortalama ¢aplar1 9-15
mikrometre olan karaciger sinuzoidleri, kilcal damarlardan daha genis ve diizensiz bir
yaptya sahiptir (36, 44). Siniizoidler, lobiiliis i¢i kan dolasim agmi olustururlar. Venula
perilobularislerden, vena sentralis yoniinde akan kan, siniizoid duvari araciligi ile
karaciger metabolizmasina katilir (52, 48, 57, 49, 60).

Sinlizoid i¢inde hem arter, hem de ven kani bulunmaktadir. Siniizoid
damarlar birbirleriyle anaztomozlagarak karaciger hiicre kordonlarini birbirinden ayiran
bir kan labirenti olusturduktan sonra klasik lobiiliin ortasinda bulunan vena sentralise
acilirlar. V.sentralis duvari bir¢ok siniizoidin agilmasindan dolay1 ¢ok sayida delik tasir.

Bu nedenle; karaciger hiicreleride kesintili bir duvar olustururlar. V.sentralislerin kani
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vena interkalaris’lere dokiiliir. V. interkalarislerin birlesmesiyle toplayicit ven olusur.
Bunlar da vena hepatika’yr yaparak vena kava inferiora acilirlar. Vena
interlobiilaris’lerde  kontraksiyonun fazla olmast kanin karaciger lobiillerinde
dolagmasini kolaylastirir (61).

Siniizoid duvarmda 3 tip hiicre bulunur:

Endotel hiicreleri

Endotel hiicrelerini ¢ok ince retikiiler liflerden olusan bir bazal membran
cevreler. Bazal membran bazi bdlgelerde kesintili olup, bazi bolgelerde hi¢ bulunmaz
(49). Endotel hiicreleri ¢ok yassilasmis olup, duvarda araliklar birakir. Ayrica pinositoz
vezikiillerinden zengindir (52). Endotel hiicreleri, altlarinda bulunan hepatositlerden
Disse araligi1 ad1 verilen subendotelyal bir boslukla ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin
mikrovilluslar1 bulunur. Kan sivisi endotel duvarindan kolayca gecer ve hepatosit
ylizeyi ile temas eder. Boylece siniizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda
makromolekiillerin alisverisi kolaylikla saglanir. Bu gecis sadece c¢ok sayida
makromolekiillerin (6rn. lipoproteinler, albumin, fibrinojen) hepatositler tarafindan
kana verilmesi nedeniyle degil, ayni zamanda bu makromolekiillerin ¢ogunun
hepatositlerce alinip katabolize edilmesi nedeniyle de fizyolojik bir 6nem tasir. Siniizoid
ince bir retikiiler lif kilifi ile sarilip desteklenmistir (48).

Kupffer hiicreleri

Sintlizoidleri déseyen endotel hiicrelerinin arasinda ya da limene bakan
yiiziine tutunmus olarak bulunan Kupffer hiicreleri organizmada yaygm bir dagilim
gosteren mononiikleer fagositik sistemin T{yesidirler (33). Bu hiicreler endotel
hiicrelerinden daha biiyiiktiir, daha biiylik nukleuslar1 ve siniizoidal araliga uzanabilen
cikintilart ile daha genis bir sitoplazmaya sahiptir (49, 62). Kupffer hiicreleri 151k
mikroskobunda fagositik yeteneklerini belirlemek icin yabanct madde verilmesiyle
(6rnegin tripan mavisi ya da kolloidal giimiis siringasindan sonra) goriilebilirler (48,
63). Kupffer hiicreleri sitoplazmalarinda fagositoz vakuolleri, kalmti cisimcikler ve
lizozomlar bulunur, ayrica, alyuvar ve hemoglobinden kaynaklanan demir de
inkluzyonlarla birlikte 6zel demir boyasi ile tespit edilebilir. Siniizoid ile karaciger
hiicre plaklar1 arasindaki Disse araligi, hepatosit ile kan arasinda bir bariyer niteligini
tasir (52). Kupffer hiicrelerinin baglica fonksiyonlar1 yagh eritrositleri metabolize etmek,

hemoglobini sindirmek ve immiinolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilamaktir.
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Ito hiicreleri

Yag depolayict hiicreler (Ito hiicreleri) Disse araligma yerlesmis yildizsi
hiicrelerdir. Yag ve vitamin A depolayabilen ito hiicreleri hepatosit bliylime faktorii ve
kollajen ireten fibroblastlardan doniismiislerdir (56). Bu hiicreler disaridan verilen A
(48). Bu hiicreler, genellikle biiyiime faktorlerini, sitokinleri ve hiicre digi matriks
proteinlerini salgilar. Alkolik karaciger hastalig1 gibi bazi patolojik durumlarda,
fibrozisin gelismesine yardim ederler. Disse araliginda biriken asir1 siv1 ve ¢ozeltiler,
karacigerdeki lenf olusumuna katkida bulunur (44).

2.3.5.Perisiniizoidal aralik ( Disse arahgi )

Perisinlizoidal aralik (Disse araligi) karaciger parankim hiicreleri ve
siniizoid kapiller arasinda yogun madde gecisinin gerceklestigi bir araliktir (Sekil 6).
Sinuzoid boyunca kandaki belirli maddeler ve oksijen bu araliktan gegerek hepatositlere
ulagir. Parankim hiicrelerinde sentezlenen maddelerin kana ge¢mesi yine ayni araliktan
sinuzoid liimenine dogru ge¢mesiyle gergeklesir. Bu alanda goriilen hiicre tipi, yag
depolayan hiicreler (ito hiicreleri) ve pit hiicreleridir (37). Siniizoid liimenindeki
plazma, endotel hiicrelerindeki pencereler ve hiicreler arasindaki bosluklar yoluyla
Disse araligiyla iletisim kurar. Boylece, hepatositler plazmayla dogrudan temas saglar.
Hepatositlerle kan arasindaki madde degisim oranin1 ve yiizey alanmi artiran
mikrovilluslar, Disse araligma dogru uzanir. Hepatosit stoplazmasinda, genis salgilama
ve emilim yiizeyine sahip ¢ok sayida vezikiil ve vakuol vardir. Ayn1 zamanda ‘yildizs1
hiicre’ olarak da bilinen ve dis kaynakli A vitamini depolayan yag igerigine sahip ito

hiicreleri de, yine disse araliginda bulunur (44).
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2.3.6. Safra kanalciklan

Karacigerin ekzokrin tipte salgist safranin hiicreler arasi iletildigi
kanalciklardir. Karaciger hiicrelerinde sentezlenen safra salgist giderek genisleyen bir
kanalcik sistemi ile karaciger hiicrelerinden ince bagirsaga ulasir. Lobiil i¢inde komsu
konumdaki karaciger hiicrelerinin birbirine bakan yiizlerinde salgilanan safranin ilk yol
aldig1 kanalciklar bulunur. Karaciger hiicreleri arasinda bir ag olustururlar.
Kanalciklarin duvarmi karaciger hiicreleri olusturur. Hiicreler arasinda safra salgisinin
kanalcik disina sizmasini 6nleyen siki tipde zonula adherens baglant1 yapilar1 yer alir.
Bu kanalciklar lobiiliin kenar kismmda Herring kanali ile devam ederler (37). Herring
kanali lobiil i¢inden safranin lobiil disina tasmmasmi saglar. Algak kiibik epitelle
doselidir. Bu kanalcik yapisi i¢cinde safra lobiiliin merkezinden lobiiliin kenarina dogru
akis yonii gosterir. Safra lobiilden ¢iktiktan sonra lobiil aralarinda yer alan lobiiller arasi
safra kanallar1 aracilifiyla lobiiller arasindan toplanarak karacigerden c¢ikar. Lobiiller
aras1 kanallar kiibik epitelle ddselidirler. Karaciger ¢ikigina yakin kanal prizmatik
epitelle doselidir. Kanalin duvarinda siki bag dokusu ve diiz kas yapist bulunur.
Lobiiller aras1 kanallar birlesip loplar arasi kanallari olusturur ve organin ¢ikisinda
hepatik kanal, safranin safra kesesine tasmmasii saglar (37). Karaciger ici safra
kanallarinin en kiigliklerinin ¢aplar1 10 mikrometre kadar olup, bu kanallar tek tabakali
kiibik epitele sahiptir. Sik1 baglantilardan ve dezmozomlar meydana gelen baglantili
birimleri, limen yiizeyine yakindir ve hiicreleri birbirine baglar. Kiibik epitel hiicreleri,
olagan organel yapisma ve merkezde vyerlesik yuvarlak c¢ekirdeklere sahiptir.
Sitoplazmada yer alan ¢ok sayida tonofilamanlardan bazilar1 dezmozomlara, bazilariysa
limen tarafinda yer alan terminal aga tutunmus sekildedir. Bu yapilar kasilabilir
ozellikte olup, kanalikiillerdeki peristaltik hareketlere yardim ederler. Kiibik epitelin
apikal yiizlerinde, liimene dogru uzanan diizenli ve kisa mikrovilluslarin yani sira
seyrek olarak yerlesik silyumlar vardir. Epitelin bazal yilizeyi, 20-30 nm kalimligindaki
bir bazal membran iizerine oturur. Safra kanallar1 genisledik¢e kanali déseyen hiicreler
daha prizmatik hale gelir ve c¢ekirdekleri bazale dogru kayar. Daha genis kanallarda,
miikoz bezler liimen epiteliyle baglantilidir. Yogun kollajen lif demetlerinden meydana
gelen bag dokusu, kanallar1 kusatir (44).

2.4. Karacigerde Kan Dolasimi

Bagirsaktan gelen kanin hepsi ilk olarak karacigerden geger. Burada besin

maddeleri emilir ve daha sonra esas dolasim sistemine katilir. Karaciger igerisinde

kilcal damarlara benzeyen alanlara (hepatik siniizoidler) gelen kan, hepatik hiicrelerle
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dogrudan iliskiye gecerek besin maddelerini onlara verir. Bu hiicreler tarafindan besin
maddeleri depo edilir, bir siire saklanir ya da diger molekiillere gevrilir. Karaciger
hiicreleri belirli zehirli maddelerin toksik etkilerini par¢alamak veya molekiil yapisini
degistirmek suretiyle etkisiz hale gecirir ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikacak yan
trtinler safra ile disariya salgilanir (60). Karaciger kan1 iki kaynaktan alir, kanin % 80’1
abdominal organlardan gelen oksijenden fakir, besinden zengin kani tasiyan portal
venden, % 20’si ise oksijenden zengin kani saglayan hepatik arterden gelir (48, 57, 49).

Arteriyel Sistem; hepatik arter defalarca dallanir ve interlobiiler arterleri
olusturur. Bu arterlerden bazilar1 portal yapilara akarken bazilar1 da portal alanlardan
farkli uzakliklarda, siniizoidler i¢ine direkt olarak sonlanan arteriyolleri olusturur. Bu
sayede siniizoidler i¢inde arteriyel ve portal vendz kan karisir. Arteriyel sistemin baslica
fonksiyonu karacier hiicrelerine yeterli miktarda oksijen saglamaktir. Kan klasik
hepatik lobiiliin periferinden merkezine dogru akar. Sonu¢ olarak oksijen ve
metabolitler ile bagirsaklardan emilen diger biitiin toksik olan ve olmayan maddeler
once lobiiliin periferik daha sonra merkezdeki hiicrelerine ulagir. Bu durum perilobiiler
hiicrelerin sentrilobiiler hiicrelerden farkli davranmasinin nedenini kismen agiklayabilir
(57).

Portal Ven Sistemi; portal ven defalarca dallanarak portal triadlara portal
veniiller denen kiigiik veniiller gonderir. Bazen interlobiiler dallar olarak da
isimlendirilen portal veniiller dallanarak, lobiiliin periferini dolasarak seyreden dagitici
venleri olusturur. Dagitici venlerden ¢ikan kii¢iik giris veniilleri, siniizoidlere agilir.
Siniizoidler 1smsal olarak seyreder ve lobiiliin merkezinde sentral ya da sentrilobiilar
veni olusturmak iizere birlesirler. Bu damar sadece az sayida kollajen lifle desteklenmis
endotel hiicrelerinden olusan ince duvarlara sahiptir (48). Siniizoidlerdeki kan karaciger
lobiiliiniin ortasinda yerlesen v. sentralise akar. Sentral venler birleserek, v.
sublobiilarisleri, onlarda vena hepatikay1 olusturur. V. hepatika karacigeri terk edip v.
kava inferior araciligiyla sag atriuma dokiiliir (52, 49, 65).

2.5. Karaciger fonksiyonlari

Karaciger viicudun en biiyiik metabolik merkezidir. Karbonhidrat, protein
ve lipid metabolizmasinda onemli gdrevleri vardir. Metabolik fonksiyonlar1 sentetik,
katabolik, detoksifiye, sekrotoriktir (46). Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin
sistemleriyle iliskili bulunan son derece karmasik ve onemli fonksiyonlar1 olan bir

organdir (48, 57). Bu fonksiyonlar;
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Protein Sentezi; Karaciger hiicresi, kendisi i¢in gerekli proteinlere ek
olarak, salgilamak tizere ¢esitli plazma proteinlerini de (albumin, protrombin, fibrinojen
ve lipoproteinler) sentezler (48, 49). Bu proteinlerin sentezi graniillii endoplazma
retikulumuna bagli poliribozomlarda yapilir. Diger bez hiicrelerinde goézlenenin aksine,
hepatositler proteinleri sekonder graniiller halinde sitoplazmasinda depolamaz, siirekli
olarak kan dolasimina verir. Boylece endokrin bir bez gibi fonksiyon goriir. Karaciger
tarafindan disariya verilen proteinin yaklasik % 5°i Kupffer hiicreleri tarafindan tretilir,
geri kalan boliim hepatositlerde sentezlenir (48).

Safra Salgilanmasi; Karaciger tarafindan giinde 600-1000 ml dolaylarinda
safra yapilip bagirsaga salgilanir (60). Safra {iretilmesi, hepatositlerin kan
komponentlerini alip, doniistiirerek safra kanalikiilleri i¢ine salgilamalar1 nedeniyle bir
anlamda ekzokrin bir fonksiyondur. Safra su ve elektrolitlere ek olarak birka¢ ana
komponente daha sahiptir; bunlar safra asitleri, fosfolipidler, kolesterol ve bilirubindir
(48, 49). Bu maddelerin yaklasik % 90’1 distal intestinal epitelden emilim yoluyla alinir
ve hepatositler araciligiyla kandan safra kanalikiillerine tasmir (enterohepatik
resirkiilasyon). Bu bilesiklerin yaklasik % 10’u hepatositin diiz endoplazma
retikulumunda kolik asidin (karacigerde kolesterolden sentezlenir) glisin ya da taurin
aminoasitleri ile konjugasyonu yoluyla sentezlenir ve sonucta glikolik ya da taurokolik
asit meydana gelir. Safra asitleri sindirim sisteminde lipidlerin emilsiyon haline
getirilmesinde 6nemli bir fonksiyon gorerek bunlarim lipaz ile sindirilmesini ve ardindan
emilmesini saglar (48).

Metabolit Depolanmast; Lipidler ve karbonhidratlar, karacigerde
trigliseridler ve glikojen seklinde depolanir (48). Karacigerde lipid, komponenti iyi
gelismis diiz endoplazmik retikulum (SER)’da sentezlenir (62). Yag asitlerinin beta
oksidasyonu, lipoprotein sentezi, fosfolipid sentezi yapilir. Kolesteroliin yapim ve
olasilikla diger steroidlere ve ester sekillerine doniisiimii de karacigerde olur (49, 62).
Metabolitleri depolama kapasitesi, viicudun 6giinler arasindaki enerji gereksinimini
karsiladigt i¢in dnemlidir (48). Glikoz, fruktoz ve galaktozu glikojene g¢evirerek depo
eder. Gida alinmadig1 hallerde (ya da kan sekeri diistiigiinde), glikojeni pargalayarak
enerji gereksinimini karsilamak iizere kan glikozunun normal kalmasmi saglar (49, 62,
63). Karaciger, vitaminler i¢in de en biiyiik depolanma yeridir (1). A vitamini basta
olmak iizere D ve B12 vitaminlerini, vitamin eksikligini en az bir y1l 6nleyecek kadar

depo eder (33).
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Detoksifikasyon ve inaktivasyon; Cesitli ilaglar ve maddeler oksidasyon,
metilasyon ve konjugasyonla inaktive edilebilir. Bu olaylara katilan enzimler baslica
kaba endoplazma retikulumunda bulunur. Glukuronik asidi bilirubine konjuge eden bir
enzim olan glukronil transferaz, steroidler, barbitiiratlar, antihistaminikler ve
antikonviilzanlar gibi baska bilesiklerin de konjugasyonunu saglar (48). Bu islemleri
yapan enzimler diiz endoplazmik retikulum (SER)’da mevcuttur (48, 62).

2.6. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller; yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektronun oldugu atom veya atom gruplaridir (66). Bu eslesmemis elektron nedeni ile
serbest radikal molekiilii kararsiz konumdadir ve kararli yapi kazanabilmesi i¢in
elektronunu baska bir elektronla eslestirmesi gerekir. Bu nedenle serbest radikalin
kimyasal aktivite potansiyeli yliksektir (67). Bu oksidan iiriinlerin arttigi durumlarda
hedef molekiiller olan membran yapisindaki fosfolipidler, glikolipidler, membran
proteinleri ve doymamis yag asitleri oksidatif strese maruz kalirlar (68). Sonugta
metabolik bozukluklar, hiicre hasar1 ve hatta 6liime yol agarlar (69). Oksidatif stres
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan sistem arasindaki dengenin oksidan
yonde bozulmasi ile gergeklesir (70). Oksidatif stres dogal bir siire¢ olup bu stresi
kontrol altinda tutan Ozellesmis mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalarin
yetersizligi durumlarinda oksidatif hasar olusur (71). Oksidatif streste etkili olan reaktif
oksijen (siiperoksit (O2 -), hidroksil (OH), peroksil (RO2), hidroperoksil (HRO2 -)
hidrojen peroksit (H202), hipoklorik asiti (HOCI)) gibi nonradikal tiirleri sayabiliriz.
Reaktif nitrojen tiirleri ise (nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit (NO2 -) gibi serbest
radikaller ve peroksinitrit (ONOO-), nitréz oksit (HNO2), alkil peroksinitrat (RONOO)
gibi nonradikallerdir (72).

2.8. Akut hepatit

Akut hepatit; karaciger hiicre nekrozu ve inflamasyon ile giden bir
tablodur. Akut hepatit tablosuna siklikla wviriisler, ilaglar ve alkol yol acar.
Hemodinaminin bozuldugu durumlarda ortaya ¢ikabilen iskemik hepatit ve otoimmiin
hepatitde diger akut hepatit nedenleri arasindadir. Akut hepatite yol acan nedenler
arasinda en sik karsilagilan1 viral hepatitlerdir (73, 74).

Viral hepatitler tiim diinyada yaygm olarak gozlenen ve iilkemizide
yakindan ilgilendiren 6nemli bir saglik sorunudur. Viral hepatitlerin tarihi insanlik tarihi
kadar eski olup klinigini ilk olarak Hipokrat tarafindan tarif edilmistir. Blumberg'in
1963 yilinda Avustralya antijenini (Hepatit B Viriisii) bulmasiyla viral hepatitlerin
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tarihinde yeni bir donem acilmis ve takiben 1973 yilinda hepatit A viriisii (HAV), 1977
yilinda hepatit D virlisii (HDV), 1989 yilinda hepatit C viriisii (HCV) ve 1992 yilinda
hepatit E viriisii (HEV) bulunmustur. Halen yeni hepatit etkenlerinin (HGV, TTV)
bulunmasi ve klinik 6nemleri konusunda ¢aligmalar olanca hiziyla devam etmektedir
(73).

Viral hepatitler tiim diinya i¢in 6nemli bir saglik sorunudur. HAV'niin
sosyo-ekonomik durumu farkli toplumlarda insanlarin %70-90"m1 infekte ettigi, HBV
ile karsilasma oraninin diinyanin degisik yerlerinde %10-90 arasinda bulundugu ve
HBYV tasiyicilarinin sayisiin tiim diinyada 400-500 milyon oldugu g6z oniine alinacak
olursa insanlarin biiyiik bir ¢gogunlugu yasamlar1 boyunca degisik hepatit viriisleri ile
karsilagabilmektedir. Bu karsilasma A ve E tipi viral hepatitlerde nadiren fulminant
seyredip, genellikle iyilesip kroniklesmeye yol agmaz iken; B, C ve D tipi viral
hepatitler degisik oranlarda kroniklesmeye yol agarak, siroz ve karaciger kanseri gibi
arzu edilmeyen tablolara yol agabilmektedirler (73, 75).

2.9. D-galaktozamin (GAL)

D-Galaktozamin karacigerde galaktoz yolagi ile metabolize olan bir amino
sekerdir. Selektif bir hepatotoksindir (76). GAL’in intraperitoneal (i.p) uygulamasi
hepatositlerde intraselliiler iiridin trifosfat (UTP) havuzunu azaltarak RNA ve protein
sentezini engeller (77). Intraperitoneal olarak uygulandiginda sicanlarda serum
transaminaz diizeylerinin artisina, hepatik nekroza ve komaya yol agar (78). GAL’in
neden oldugu karaciger lezyonlarinin morfolojik ve patofizyolojik 6zelliklerinin insan
viral hepatitindekine birgok a¢idan benzedigi bildirilmistir (77). GAL’in sitotoksik
etkisinde endojen lipidlerin peroksidasyonunun onemli bir faktor oldugu gosterilmistir
(79). GAL’in neden oldugu oksidatif hasarlanma genellikle lipid peroksidasyonunun
uyaricist ve hiicre membranmin yikiminin kaynagi olan hidroksil radikali (OH-)
olusumu ile iligkili bulunmustur (80). GAL verilmesinden sonra karacigerde serbest
oksijen (O2 .-) radikal reaksiyonlarmnin medyatorleri olan lipid hidroksiperoksitlerin
konsantrasyonu artar (81). Siganlardaki GAL hepatitinde; superoksit dismutaz(SOD),
Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) gibi antiperoksidatif enzimlerin
aktivitelerinin azalmis oldugu bildirilmistir (82).

D-Galaktozamin uygulanmasinin ardindan sigan karacigerinde apoptozis
gelistigi histokimyasal olarak gosterilmistir (83, 84, 85, 86). GAL verilmesinden 18-24
saat sonra apoptoziste rol alan bir proteaz olan kaspaz-3 aktivitesi artar (85). Kaspaz-3

aktivitesi, GAL verilen siganlarda tiyoasetamid (86) veya karbontetrakloriir verilen
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sicanlara gore (87) daha yiiksektir. GAL intoksikasyonunda apoptozis insidansinin
yiiksek olmasi, kismen GAL toksitesinin karaciger hiicrelerinde kaspazlari aktive
ederek apoptozise yol agan TNF-a araciligiyla olusmasiyla agiklanabilir (88, 89). TNF-
a infeksiyon, yetmezlik, inflamasyon patogenezinde primer rol oynayan bir sitokindir
(90).

2.10. Pentoxifylline (PTX)

Pentoxifylline  (3,7- dimethy-1-(50xohxyl)- xanthine) (C3H18N403)
metilksantin tiirevi fosfodiesteraz inhibitorii bir ilagtir. Diger adi1 Oksipentifilin olan
PTX ayn1 zamanda giiglii bir periferik vazodilatatordiir (91).

PTX’in terapdtik etkinligi, kan akimi ve dokularm oksijenasyonunu
artirmasina baghdir. Bu hemoreolojik etkileri sonucu;

1. Eritrositlerin esnekligini (deformibilitesini) arttirir.

2. Fibrinojen derisimini azaltir.

3. Trombosit agregasyonunu ve trombus olusumunu azaltir.

4. Kan viskozitesini diisiiriir, kan akigkanligini arttirir.

5. Lokositlerin endotele adezyonunu azaltir, 16kosit aktivasyonu ve bunun neden
oldugu endotel hasarini azaltir (92).

PTX alyuvarlarin fleksibilitesini arttirarak, ¢ok kiiclik capli damarlardan
gecisini kolaylastirir. Bu sekilde iskemik dokularda kan akimini hizlandirr. Tedavi
edici etkisi esas olarak kan akimin1 ve dokularin oksijenlenmesini arttirmasina baghdir.
Bu olay PTX’in cAMP fosfodiesterazi inhibe ederek eritrositlerin iginde cAMP
diizeyini arttirmasina baglhidir. Diistik dozlarda eritrositlerin agregasyonunu onler, kan
fibrinojen konsantrasyonunu diistirtir (93).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda fosfodiesteraz inhibitorii olan PTX’in
ozellikle Tumor Nekrozis Faktor alfa’yr (TNF-a) azaltarak IL-1 ve IL-6 gibi
kemotaktik mediatdrlerin yapimini azalttig1 ve bu yiizden de inflamatuar reaksiyonlar
baskiladigima dair yaymlar vardir (94, 95). Ayrica yapilan bircok c¢aligmada; PTX’in
ksantin oksidaz1 inhibe ederek, siiperoksit (SO) ve hidroksil (OH) radikalleri olusumunu
engelledigi bildirilmistir (10, 11, 96, 97).
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2.11. Caffeic acid Phenethyl Ester (CAPE)

CAPE, bal arilarmin {irettigi propoliste bulunan, flavonoid benzer yapida
antiinflamatuar, immiinomodiilator, antioksidan ve apoptozu diizenleyici Ozelliklere
sahip olan aktif bir komponenttir (98). Propolisin yapisinda 180’den fazla madde
saptanmustir (99). Bu saptanan komponentlerin igerisinde flavanoidler, kafeik asit ve
esterleri en yogun olarak bulunan ve aktif kismi1 olusturan maddelerdir (100,101). CAPE
ayrica kafeik asit ve fenetil alkoliin asitle esterifikasyonu sonucu kimyasal olarak
sentezlenebilir (102).

CAPE’nin 5-alfa rediiktaz, proteaz gibi enzimleri inhibe etme oOzelligi
mevcuttur (103,104). Ayrica niikleer faktor kappa-B’nin (niikleer transkripsiyon
faktorii) aktivasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe eder (105). Niikleer faktor kappa-B
(NF-kB) bagisiklik sistemi, inflamatuar yolak ve apoptozda onemli rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriidiir (106, 107). Reaktif oksijen radikalleri (peroksil, hidroksil
radikal, sliperoksit anyon) organizmada temel olarak arasidonik asit yolu, ksantin
oksidaz sistemi ve aktive notrofillerden iretilir. Yaklasik olarak 10 mikromol/L’lik
konsantrasyonda in vitro ortamda nétrofiller veya ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan reaktif oksijen radikallerini inhibe eder (99). Ksantin oksidaz
(XO) piirin yikiminin son basamagini olusturan enzim olup en 6nemli serbest radikal

kaynaklarmdan biridir (108).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.DENEY HAYVANLARI
Calismamizda kullanilan 200-250 g olan 3 aylik 49 adet Wistar albino

erkek sicanlar, Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkez’inden temin edildi. Calismamiz i¢in Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi etik
kurulundan onay alind1 (Etik kurul no:2010/71). Sicanlar oda sicakligi 24-27 °© C
arasinda, havalandirma sartlar1 saglanmis, aydinlatilmasi 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde ayarlanan odalarda barindirildi. Siganlar ¢alisma boyunca ad
libitum standart pellet yemle beslendi. Rasgele se¢ilen denekler 7 farkli gruba ayrildi.

3.2.DENEY GRUPLARI

1-Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara 20 giin siireyle 0.75 cc SF
intraperitoneal olarak uygulandi.

2-Galaktozamin(24 saat) grubu: Bu gruptaki her sicana tek doz 500
mg/kg/giin  D-GAL (D-Galactosamine hydrochloride, BioChemica, Germany)
intraperitoneal (ip) yolla uygulandi. D-GAL uygulanan siganlar 24 saat sonra sakrifiye
edildi.

3-Galaktozamin (Devam) grubu: Bu gruptaki her sicana tek doz 500
mg/kg/giin D-GAL ip yolla uygulandi. D-GAL uygulanan si¢anlar deney sonunda
sakrifiye edildi.

4-Galaktozamin+ Pentoxifylline grubu: Bu gruptaki sigcanlara tek doz 500
mg/kg/glin D-GAL intraperitoneal yolla uygulamasindan 24 saat sonra 20 giin siireyle
pentoxifylline (Trental ampul) 50 mg/giin 1.p olarak uygulandi.

5-Galaktozamin+CAPE grubu: Bu gruptaki si¢anlara tek doz 500 mg/kg/giin
D-GAL intraperitoneal yolla uygulanmasindan 24 saat sonra 20 giin siireyle 10 pmol/
kg CAPE (Caffeic acid phenethyl ester, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) etanolde
coziilerek 1.p yolla uyguland.

6-Pentoxifylline grubu: Bu gruptaki siganlara 20 giin siireyle pentoxifylline 50
mg/giin 1.p olarak uyguland.

7-CAPE grubu: Bu gruptaki sicanlara 20 giin siireyle 10 umol/ kg CAPE

etanolde ¢oziilerek 1.p yolla uyguland.
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3.3. DOKU VE KAN ORNEKLERININ ALINMASI

Calsmanm 21. gliniinde 5 mg/kg xylazine ile 50 mg/kg ketamin i.p
uygulanarak genel anestezi altinda orta hat insizyonuyla batinlar1 acildi. Kalpden kan
ornekleri alindi. Alman kan 6rnekleri ayn1 giin 3000Xg’de 10 dakika santriftij edildikten
sonra elde edilen serum tiiplere alinarak AST ve ALT Oolglimleri i¢in kullanildi
Histolojik ve biyokimyasal incelemeler icin karacigerden doku Ornekleri alindi.
Histolojik analizler i¢in karacigerin sag lobu alinarak %10’luk formaldehit icerisinde
tespit edildi. Biyokimyasal ¢alismalar i¢in ise karacigerin sol lobu -80 °C’lik derin
dondurucuda muhafaza edildi.

3.4. HISTOLOJIK ANALIZLER

%]10’luk formaldehit icerisine alman dokular 3-4 mm’lik daha kiigiik
pargalara ayrilip (trimlenerek) plastik doku takip kasetlerine konuldu. Fiksasyon
isleminin bitmesini takiben parcalar 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar.
Daha sonra dereceli alkollerde dehidrate edilerek, ksilende seffaflastirilip parafine
gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka mikrotom yardimiyla 5’er
mikron’luk kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiyr gozlemlemek amaciyla
Hematoksilen ve eozin, glikoproteinleri incelemek amaciyla Periyodik Asid Schiff
(PAS), bag dokusu bilesenlerini gozlemlemek amaciyla Masson trikrom {i¢lii boyama
ve mast hiicrelerini ayirt etmek icin Toluidin mavisi boyama yontemleri uygulandi.
Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q (Leica Micros Imaging solution
Ltd, Cambrige, UK) gorintii analiz sistemi kullanilarak incelendi, skorlandi, ve

fotograflar ¢ekildi.

3.4.1. Histokimyasal Boyama Metodlar:
3.4.1.1 Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu (109)

Ksilen 5dk.+5dk. +5dk.
Absolii Alkol-----------=-=----ommm- 3 dk.

AIKO1 96 O-----mmmmmmm oo 3dk.

Alkol 80 O-----m-mmmmmmmmmem oo 3dk.

AlKo1 70 © ----mmmmmmmmm e 3dk.

Distile SU ----------=-=-===mmemmmeo- 5-10 sn galkalanir
Hematoksilen ----------------------- 12-13dk.

Cesme suyu -------=-=-==n=nmmmmmmmmm 25 dk.



Eozin -----------mmm e 2 dk.

Alkol 96 © -=--=emememememeneeeeeeeee 3dk. + 3 dk.
Absolii Alkol --------=-=mmmmmmmemam 3dk. +3dk. +3dk
Ksilen ------=--eommmmmoeemce oo e 5dk. +5dk. + 5 dk.

Kanada balsamu ile kapatildi.

3.4.1.2. PAS Boyama Metodu (110)
Kesitler deparafinize ve hidrate edildikten sonra,

Cesme Suyu---------==-m=m=mmmmmmomn 2 dk.

Distile sU -----------=-m-msmmm e 2 dk.

Periyodik -----------=--mmmmmmmmee - 5 dk.

Distile SU --------=-==-mmmmmm e 2 dk.

SChiff --m-mmmmmm e 15 dk.

Cesme Suyu ------=-=-=-===n=-m-m---- 10 dk.

AlkO1 96 © ----mmmmmmmmem oo 3dk. + 3 dk.

Absolii Alkol --------=--=--mmmmom- 3dk. + 3dk. + 3dk
Ksilen --------------eecm oo 5dk. +5dk. +5dk.

Kanada balsamu ile kapatild1.

3.4.1.3. Masson’s Trikrom Boyama Metodu (109)

Kesitler deparafinize ve hidrate edildikten sonra,

Weigent Hematoksilen ----------- 12 dk.

Cesme Suyu-----------=-=---=------- 4 dk.

Metil karbonat---------------------- 1,5 dk.

Cesme Suyu-----------=-----=------- 5dk

Distile su------------=-=---=-=------- 2,5dk. +2,5dk.

Asit FUKSIN----------m-m-mmmmomme e 15 saniye

Distile SU------------------=-=-o--- 2dk. + 2dk. +2dk. + 2 dk.
Fosfotungistik Asit----------------- 6 dk.

Distile SU--------=--=-=-=-==mmnmemmme 6 dk.

Light Green-------------=-=----=---- 4 dk.

Distile SU------------=--=--o-=--mm-- 2dk. + 2dk. +2dk. + 2 dk.
Asetik asit------------------omnmemo- 2 dk.

Distile su------------=--=-o=ememue- 5 dk.



PN A —— 3dk. + 3dk
N N0 e —— 3dk. +3dk. + 3dk

Ksilen 5dk. +5dk. + 5dk.
Kanada balsamu ile kapatildi.

3.4.1.4.Toluidin Mavisi Boyama Metodu (110)

Kesitler deparafinize ve hidrate edildikten sonra,

Toluidin mavisi ---------------------- 4 dakika
Suda yikama ---------=--=-==-mnmmnmm- 5 dakika
96°’ lik alkol -------=---=-=n=nmnmmmmo- 1 dakika
Absolii alkol ------=-==-====mmnmeee - 1 dakika
Ksilen -------s-mmmeommmme e 5dk. +5dk. +5dk

Kanada balsami ile kapatild1.

3.4.2. Histolojik Degerlendirme

Karaciger hasar1; parankimada bulunan nekrotik, apoptotik ve inflamatuvar

hiicreleri igeren etkilenmis lokal alanlarin sayisina ve hepatositlerin sitoplazmasindaki

glikojen kaybinin derecesine gore belirlendi.

Lokal alanlarin degerlendirilmesi i¢in her kesitten 10 alan incelendi. X20 lik

objektif biiylitmesinde ayirt edilen lokal alanlarin sayisina gore:
0= etkilenmis alan yok
1= 1 etkilenmis alan
2=2 etkilenmis alan

3=3 etkilenmis alan olarak skorlandu.
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Glikojen kaybmin degerlendirilmesi i¢in her kesitten X20’lik biiyiitmede 10

alan incelendi. Kaybin derecesine gore;
0=Degisiklik yok
1=Hafif
2=0Orta

3=Agur olarak skorlandi.

3.4.3. Immiinohistokimyasal Boyama Metodu

Isik mikroskopisi i¢in hazirlanan parafin bloklardan 5-6 pm kalmhigindaki
kesitler polizinli lamlara alindi. Aliman kesitler 1 saat 54°C’de etiivde bekletildi.
Karaciger doku 6rneklerindeki hiicrelerdeki proliferasyonu belirlemek igin Ki-67 (Lab
Vision, ABD) ve apoptotik hiicreleri gdstermek iizere primer rabbit poliklonal kaspaz-3
primer antikoru (Neomarker ABD) kullanild1.

1. Ug defa beser dakika ksilende bekletildi.

2. On dakika %100’liik alkolde bekletildi.

3. On dakika %96’lik alkolde bekletildi.

4. Ug dakika distile suya alindi.

5. Pappen ile etiivden ¢ikinca ¢izildi.

6. Fosfat tampon soliisyonu (PBS)’te yikandi.

10. Istenmeyen zemin boyamalarmi engellemek amaciyla Peroxide Block
damlatilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

11. Bes dakika PBS te yikandu.

12. Nonspesifik boyamalar1 engellemek amaciyla Super Block (UV block)
damlatilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. Yikama islemi yapildiktan sonra primer antikorun epitopuna baglanmasi
amaciyla, primer antikorlar dokunun tamamini 6rtecek sekilde damlatildi.

14. Bes dakika PBS te yikandu.

15. Primer antikordan sonra olusan baglanmay1 reaksiyonu devam ettirmek,
HRP asamasindan 6nce uygun baglanma ortamini hazirlama amaciyla, Sekonder antikor
olarak Biotinylated Goat Antipolyvalent Antibody dokular {izerine damlatilarak 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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16. Bes dakika PBS te yikandi.

17. Epitop baglanmalarmin tamamlanmasi, kromojen i¢in uygun ortam
olusturmasi amactyla Horse Radish Peroksidaz (HRP) enzimi ile 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

18. Bes dakika PBS te yikandi.

19. Antikor- epitop baglanmasi renklendirilerek goriiniir hale getirmek amaciyla
AEC kromojen dokularinin tizerine damlatilarak 15 dakika inkiibe edildi.

20. Ug dakika distile suya kondu.

21. Mayer hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapildi.

22. Bes dakika distile su ile yikand:.

23. Lamel ile kapatildi.

3.4.4. immunohistokimyasal degerlendirme

Ki-67 ile niikleuslar1 kahverenginde boyanan hiicreler boyanma yogunluguna
gore zayif (+), orta (++) ve giicli (+++) olarak smiflandirildi. Kaspaz-3 ile
sitoplazmalar1 kahverengi boyanan hiicreler kaspaz-3(+) kabul edildi. Boyanan tiim
hiicreler Leica Q Win goriintii analiz sistemi kullanilarak x40 biiyiitme ile her si¢an

karacigerinden 10 alan sayilarak yapild1.
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3.5. BIYOKIMYASAL ANALIZLER
3.5.1. Kimyasal Malzemeler
Bu caligmada, sitokrom-c, ksantin, ksantin oksidaz, rediikte glutatyon
(GSH), sigir serum albumin (BSA), glutatyon rediiktaz (GSSG), siiperoksit dismutaz
(SOD), etilen diamintetraasetik asid (EDTA), folin fenol reagent, melatonin (Sigma),
rediikte B-nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH), sodyum azid (NaN3), Na,COg3
CuSO,, Na, K-tartarat, NaOH, KH,PO,4 K;HPO, Na,HPO, NaH,PO, H,0, HCI, NaCl,
2-tiyobarbiitirik asid (TBA), trikloroasetik asid (TCA) (Merck) kullaniimustir.
3.5.2. Dokularin homojenizasyonu
Enzim aktivitesi yapilacak doku tartildi, 1/5 w/v oraninda PBS tamponu
(pH: 7,4) eklenerek buz izolasyonu altinda PCV, Kinematica, Status homojenizatorii ile
tim doku parcalanincaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar, VWR
Branson scientific sonifikatérde 30 saniyelik araliklarla 3 defa 30 saniye sonifiye edildi.
Homojenizasyon ve sonifiye islemlerinin ardindan 12.000 g’ de +4 °C’ de 15 dakika Ole
Dich 157.MP mikrosantrifiij aletiyle santriflij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri
ve protein tayinin yapilacagi siipernatan elde edildi. Siipernatan 6rnekleri Slgiim
islemleri yapilincaya kadar — 70 °C ’de derin dondurucuda saklandi.
Lipid peroksidasyonunu belirlenecek dokunun homojenizasyonu isleminde
%1,15’1lik KCI 1/10 w/v oraninda eklendi. Homojenat analiz yapilincaya kadar yine —
70 °C’ de derin dondurucuda saklandi.
3.5.3. Protein Tayini
Doku oOrneklerinin protein seviyeleri Bradford (111) yOntemine gore
Olciildii. Degerler UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 595 nm de alindi. Protein
standardi olarak da sigir serum albumini kullanildi.
3.5.4. Enzim Aktivite Tayinleri
3.5.4.1.Doku Se-Bagimh glutatyon peroksidaz aktivite tayini
Se-bagimli GSH-Px enziminin aktivite tayini i¢in Lawrance ve Burk (112)
yontemi kullanildi.
Gerekli ¢ozeltiler:
Tampon Cozelti: 50 mM KH,PO4 + K;HPO4 + 5 mM EDTA igeren pH:7
olan ¢bzelti tampon ¢ozelti olarak kullanildi.
NaN; ( Sodyum azid ) :1mM
H20; :0.25 mM
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NADPH :0.2mM
GSH ( Rediikte glutatyon ) : 2 mM
GSSG Rediiktaz : 1.2U/mL
Yontem:
Yukaridaki derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerle 6nce kor ardindan da 6rnek
deneyleri yapildi. Kor i¢in 1 mL tampon, 10 uL NADPH, 10 uL GSH, 10 pL NaNs; ve 2
uL GSSG rediiktaz ¢ozeltileri spekrofotometre kiivetine kondu. 37°C de 5 dakika siire
ile inkiibasyona tabii tutulan ¢ozelti karisimma 10 uL H,O; ilave edildi ve Shimadzu
UV- 1601-UV visible spektrofotometrede 340 nm deki absorbans degisimi (1 dk.)
gozlendi. Numune deneyleri icin ise belirli miktarlarda siipernatan ilave ettikten sonra
37°C de 5 dakika siire ile inkiibasyona tabii tutulup kor denemede oldugu gibi 340 nm
deki absorbans degisimi okunarak enzim aktivite tayini asagidaki formiille hesaplandi.
3.5.4.2.Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini
Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev alan SOD enziminin
aktivite tayini McCord J.M, Fridovich I [113] yontemine gore yapilmis olup ydontemin
esas1 ksantin- ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-

C’yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanir.

Siiperoksit dismutaz ¢esitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O,) radikalinin

hidrojen peroksite (H,0;) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi

ksantin — ksantin oksidaz (XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin sitokrom ¢ okside
etmesi sonucu olusan renk degisimi 550 nm’de takip edilerek belirlendi. Bu reaksiyona
dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun %
inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden orneklerdeki SOD miktar1 1
Unite (U) olarak kabul edildi ve sonuglar U/mg protein olarak verildi.
Enzimin % inhibisyonu = (Abskorv — Absnum) / Abs korv x 100.
Gerekli ¢ozeltiler:
A ¢ozeltisi:
5 umol ksantinin 0.001 N NaOH* daki ¢6zeltisi: 10 hacim
2 pumol sitokrom-C’nin 50 mM pH 7,8 ve 0,1 mM EDTA iceren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi: 100 hacim
A ¢ozeltisi belirtilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlanir. Bu ¢ozelti

+4°C > de 3 giin kararhdur.
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B Cozeltisi:
Ksantin oksidazin 0,1 mM EDTA daki ¢6zeltisi 0.2U/mL
B ¢ozeltisi deneyden Once taze olarak hazirlanir.
Yontem :
1) 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2,9 mL A ¢ozeltisi eklendi.
2) 50 uL 6rnek ilave edildi.
3) Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.
4) Daha sonra Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm deki
absorbans degisimi (1dk.) okundu.
5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine S0uL distile su eklendi.
6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandh.
3.5.4.3.Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi
Serbest radikal saldirilari sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son iriin olan malondialdehit (MDA) miktarinin Beuge (114)
yontemine gore belirlenmesiyle bulundu.
Gerekli ¢ozeltiler:
% 15 ‘lik TCA ¢ozeltisi : 1 hacim
% 0.375 ‘lik TBA ¢06zeltisi : 1 hacim
0.25 N ‘lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim
Yukaridaki ii¢ ¢Ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip belirtilen hacim
oranlarida karistirilmasiyla bir soliisyon hazirland1.
Yontem:
1- 10 mL’ lik santifiij tiipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirlanan
soliisyondan 4 mL kondu.
2- Kor tiipleri hari¢ tutularak 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat kondu.
3- Bir kez siddetli bir sekilde karistirild1.
4- Kaynar suda ( 95- 100 °C ’de ) 15 dakika bekletildi.
5- Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
6- Elde edilen siipernatanin 535 nm‘deki absorbansi Shimadzu UV-
1601-UV visible spektrofotometresinde okundu.
Malondialdehit miktar1 agagidaki fomiille hesaplandi.
MDA-TBA kompleksi i¢in molar absorbans katsayist: € : 1.56 x 10°M™* cm™
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3.5.4.4.Doku Glutatyon miktar él¢ciimii
GSH miktari, 5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB) , NADPH ve
GR varliginda enzimatik dongii yontemiyle oOlciildii. Reaksiyon karigimi 50 mM
sodyum fosfat, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTNB, 0.2 mM NADPH ve 0.5 U/ml glutatyon
rediiktaz igermekteydi. GSH ile DTNB arasindaki reaksiyon sonrast meydana gelen sar1
renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asitin miktar1 412 nm’de spektrofometrik olarak dlgiildii.
Daha sonra elde edilen absorbans degerleri ile standart GSH grafigi karsilastirilip
ornekteki total GSH miktarlart nmol/mg protein olarak hesaplandi (115).
3.5.4.5.Doku MPO aktivitesinin dl¢iilmesi
Notrofil infiltrasyonun bir gostergesi olarak doku MPO diizeyleri, hidrojen
peroksidin doku tarafindan oksitlenerek o-dianozidini indirgemesi ve indirgenmis o-
dianozidinin 6l¢iilmesi temeline dayanan yontem ile 6lgiilmistiir (116).
3.6. Serumda AST, ALT Tayini
Plazma AST, ALT analizleri Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi
Merkez laboratuarinda Abbott Aeroset Otoanalizor sistemlerinde ayni markanin

kitleriyle yapild1.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler SPSS programi (SPSS for Windows version 13) ve
MedCalc (2007,Belgika) istatiksel yazilim programlar1 ile yapildi. Tim sonuglar
aritmetik ortalama =+ standart hata (X+SE) olarak ifade edildi. Tim gruplardaki
Olgiilebilir degiskenlerin (MDA, MPO, SOD, GSH-Px, GSH, ) Shapiro Wilk normallik
testine gore normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tiim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken gruplarin ikili

karsilagtirilmasinda ise Connover testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1.Histolojik Degerlendirme

4.1.1.Kontrol Grubu

Hematoksilin-eozin ve Masson’s trikrom boyama metodu uygulanmis

kesitlerde karacigerin; klasik altigen yapida, merkezinde santral ven ve koselerinde

portal alanlarm yer aldig1 lobiillerden olustugu gozlendi (Resim1).

de izlenen santral ven (ok) ve portal alan

ger

karaci

Resim 1:Kontrol grubu,

s Trikrom; X10.

9

. Masson

(ok bas)
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Santral venden lobiiliin periferine dogru 1sinsal olarak uzanan hepatosit

kordonlar1 ve bu kordonlar arasinda sinuzoidal tipde kapillerler izlendi (Resim 2).

tipte kapillerler (ok). H-E; X20.

Herbir lobiiliin kosesinde portal ve hepatik arterin dallartyla birlikte safra

kanallarini igeren portal alanlar goriildii (Resim 3).

\\"‘"" - : “ - &\
Resim 3: Kontrol grubu, portal ven (yildiz), hepatik arter (ok basi) ve safra
kanah (ok). Masson’s Trikrom; X40.
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Hepatositlerin nukleuslar1 yuvarlak, 6kromatik olarak izlendi. Sitoplazma
eozinofilik boyanmist1. Siniizoidlerde endotel hiicrelerinin nukleuslar1 ise yass1 ve koyu

boyanmis olarak gozlendi (Resim 4).

Resim 4: Kontrol grubu, hepatositlerin yuvarlak ve okromatik nukleuslar:

(oklar) ve sinuzoidlerde endotel hiicrelerinin yass1 ve koyu boyanmis nukleuslari (ok basi).
H-E; X40.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde, hepatosit sitoplazmasi igindeki

glikojen pembe renkte boyanmis olarak izlendi (Resim 5, 6).

Resim 5: Kontrol grubu, PAS (+) hepatositlerin genel goriiniimii. PAS; X10

35



Kontrol grubu, hepatosit sitoplazmasi icindeki pembe renkte
boyanmus glikojen. PAS; X20.

Resim 6:

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicreleri
menekse renginde boyanan graniilleri ile ayirt edildi. Mast hiicrelerinin portal alanlar
cevresinde yerlestigi goriildii. Bu grupta ortalama mast hiicre sayis1 4.204+2.77 olarak
tespit edildi (Resim 7).

Resim 7: Kontrol grubu, menekse renginde boyanan mast hiicreleri (oklar).

Toluidin mavisi; X40.
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Ki-67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon goésteren hepatosit
nukleuslar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Resim 8). Boyanma yogunluguna gore,
hafif derecede boyanan hiicre sayis1 10.3842.64, orta derecede boyanan hiicre sayisi
5.36+2.68 ve kuvvetli derecede boyanan ortalama hiicre sayis1 2.05+1.79 olarak tespit

edildi. Bu grupta boyanan toplam hiicre sayist ise 5.93+4.04 olarak bulundu.

g

Resim 8: Kontrol grubu, Ki-67 ile pozitif reaksiyon gosteren kahverengi
hepatosit nukleuslar (oklar). Ki-67; X40.

Kaspaz 3 immun boyama yontemi uygulanan kesitlerde pozitif reaksiyon

gosteren hiicrelere rastlanmadi (Resim 9).

Resim 9: Kontrol grubu, kaspaz 3 (+) hiicre izlenmemekte. Kaspaz-3; X20.
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4.1.2. GAL (24) Grubu
Hematoksilen-eozin ve Masson’s trikrom boyama metodu uygulanmig
kesitlerde, parankim igerisinde normal histolojik yapidan farkli olarak izlenen, sinirlari

diizensiz alanlar goriildii (Resim 10, 11).

Resim 10: GAL(24) grubu, parankim icerisinde normal histolojik yapidan

farkh olarak izlenen, simirlan diizensiz alanlar (oklar). H-E; X10.

Resim 11: GAL (24) grubu, parankim igerisinde izlenen simirlar1 diizensiz

alanlar (oklar). Masson’s Trikrom; X10.
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Bu lokal alanlar inflamatuar, nekrotik ve apoptotik hiicreler igermekteydi (Resim
12)

Resim 12: GAL(24) grubu, inflamatuvar (yildiz), nekrotik (ok basi) ve
apoptotik hiicreler (ok) iceren lokal alanlar. H-E; X20.

Apoptotik hiicreler, etraflarindaki hiicrelerden belirgin bir halo ile ayrilan

eozinofilik sitoplazmasi ve piknotik nukleusu ile ayirt edildi (Resim 13, 14).

P T I

Resim 13: GAL(24) grubu, etraflarindaki hiicrelerden belirgin bir halo ile
ayrilan apoptotik hiicre (0k). H-E; X40.
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Resim 14: GAL (24) grubu, apoptotik hiicrelerin goriiniimii (oklar). H-E;
X100.

Ayrica bu bolgelerde pembe renkte boyanmig sitoplazmalari ile ¢ok sayida
eozinofil dikkat ¢ekti (Resim 15, 16).

Resim 15: GAL(24) grubu, pembe renkte boyanmis sitoplazmalar ile
eozinofiller (oklar). H-E; X20.
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Resim 16: GAL(24) grubu, lokal alanlar icerisinde izlenen pembe renkte

boyanmus sitoplazmalari ile eozinofiller (oklar). H-E; X100.

Diger dikkat ¢eken bir bulgu ise, saglam hepatositler arasina dagilmig farkli
sekillerde eozinofilik sitoplazmali ve heterokromatik niikleuslu nekrotik hiicrelerdi.
(Resim 17).

sekillerde izlenen eozinofilik sitoplazmali ve heterokromatik nukleuslu nekrotik hiicreler
(oklar). H-E; X40.
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Bu hiicreler Masson trikrom ile boyanmis kesitlerde daha belirgin olarak

gozlendi (Resim 18). Bu grupta etkilenmis lokal alanlarin sayis1 2.25+1.51 olarak tespit
edildi.

Resim 18: GAL(24) grubu, saglam hepatositler arasina dagilms nekrotik
hiicreler (oklar). Masson’s Trikrom; X20.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde, lobiiliin periferinde yer alan

hepatositlerde glikojen kaybinin belirgin derecede arttigi izlendi (Resim 19).

Resim 19: GAL(24) grubu, lobiiliin periferinde yer alan hepatositlerde
glikojen kaybi (y1ldiz). PAS; X10.
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Santral ven etrafindaki hepatositler PAS(+) boyanmis olarak izlenirken,
vena sentralisden uzaklastik¢a hepatositlerdeki PAS(+) boyanma yogunlugunun belirgin

derecede azaldig1 gozlendi (Resim 20).

Resim 20: GAL(24) grubu, vena sentralisden uzaklastik¢a izlenen PAS (+)
hiicrelerin azalmasi (yildiz). PAS; X20.
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Kontrol grubu (0.27+£0.44) ile karsilastirildiginda GAL (24) (1.94+0.79)
grubunda glikojen kaybinin istatiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gézlendi (p=0.0001).
Bu boyama metoduyla, lokal alanlara yaki, apoptotik hiicrelere benzer sekilde
etraflarindaki saglam hepatositlerden belirgin bir halo ile ayrilan ¢ok sayida nukleus

iceren PAS (+) dev yapilar goze garpt1 (Resim 21).

J_m’ v

Resim 21: GAL(24) grubu, lokal alanlara yakin, saglam hepatositlerden
belirgin bir halo ile ayrilan ¢cok sayida nukleus iceren PAS (+) dev yapilar (oklar). PAS;
X40.
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Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicre graniilleri
menekse renginde boyandilar. Bu hiicreler sadece portal alanda izlendi. Karaciger

parankima icerisinde mast hiicrelerine rastlanmadi (Resim 22).

Resim 22: GAL(24) grubu, portal alanda izlenen mast hiicreleri (oklar).
Toluidin Mavisi; X40.

Portal alanlarda bulunan ortalama mast hiicre sayis1 130.2+35.42 olarak
tespit edildi. Bu grupta diger tiim gruplar ile karsilastirildiginda mast hiicre sayisi
bakimindan istatiksel olarak anlamli bir artigin oldugu gézlendi (p=0.0001).

Ki-67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gdsteren hepatosit
nukleuslarmmin toplam sayis1 6.86+4.61 olarak bulundu. Boyanma yogunluguna gore
hafif derecede boyanan hiicre sayis1 11,63+3,44, orta derecede boyanan hiicre sayisi
6,56+3.93 ve kuvvetli derecede boyanan ortalama hiicre sayis1 2.41+2.61 olarak tespit
edildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bu grupta hafif ve orta derecede boyanan
hepatositlerin istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi goriildii (p=0,0001) (Resim 23).
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Resim 23: GAL(24) grubu, Ki-67 ile pozitif reaksiyon gosteren hepatosit

niikleuslarimn goriiniimii (oklar) X40.

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicreler,
kahverengi tonlarmda boyandilar. GAL (24) grubunda kaspaz-3 (+) hiicre sayisi
101.9+22.43 olarak tespit edildi (Resim 24).

Resim 24: GAL(24) grubu, portal alana yakin olarak gozlenen kaspaz-3 (+)
hiicreler (oklar). Kaspaz-3; X40.
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4.1.3. (GAL-Dev) Grubu:

Hematoksilen-eozin ve Masson’s trikrom boyama metodu uygulanmisg
kesitlerde GAL(24) grubunda izlenen inflamatuvar, apoptotik ve nekrotik hiicre igeren
lokal alanlar bu grupta da goriildi. Ancak bu alanlarin sayis1 GAL(24) grubuna gore

istatistiksel olarak 6nemli derecede azalmis ve smirlari kiigilmiistii (Resim 25).

Resim 25: GAL(dev) grubu, sayilar1 azalms ve simrlan Kkiiciilmiis lokal
alanlar. H-E;X10.

Diger yandan kontrol (0.07+0.025) grubu ile Kkarsilastirildiginda GAL(dev)

(0.47+1.54) grubunda etkilenmis lokal alanlarin sayis1 istatistiksel olarak anlamli
sekilde yliksekti (p=0.0001).
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PAS boyama metodu uygulanmis kesitlerde, GAL(24) grubuna benzer sekilde

lobiiliin periferinde yer alan hepatositlerde, glikojen kaybi belirgin olarak artmusti

(Resim 26). Kontrol grubu (0.27+0.44) ile karsilastirildiginda GAL(dev) grubunda

(1.25+0.75) glikojen kaybinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gézlendi

(p

0.0001).

4
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alanlara yakin PAS (+) boyanan

portal

Resim 26: GAL(dev) grubu

X10.

9

hepatositlerin azalmasi (yildizlar). PAS;
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Toluidin mavisi boya metodu uygulanmis kesitlerde, portal alanda mor-
menekse renginde boyanmis mast hiicrelerine rastlandi (Resim 27). Portal alanlarda
bulunan ortalama mast hiicre sayis1 108.5+33.01 olarak tespit edildi. Kontrol grubu
(4.204£2.77) ile karsilastirildiginda GAL(dev) grubunda (108.5£33.01) mast hiicre
sayisinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gézlendi (p=0.0001).

Resim 27: GAL (dev) grubu, portal alanda bulunan mast hiicreleri (oklar).
Toluidin Mavisi; X40.
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Ki 67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hepatosit
nukleuslarinin toplam sayist 6.51+£5.22 olarak bulundu. Boyanma yogunluguna gore
hafif derecede boyanan hiicre sayis1 11.95+£3.87, orta derecede boyanan hiicre sayisi
6.05+4.84 ve kuvvetli derecede boyanan ortalama hiicre sayis1 1.53+2.22 olarak tespit
edildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bu grupda hafif, orta ve kuvvetli boyanan
hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu goériildii (p=0,0001). GAL
(24) grubu ile Kkarsilastirildiginda ise bu grupta sadece kuvvetli derecede boyanan
hiicrelerin istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p=0,0001). Hafif ve orta
derecede boyanan hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi

(P>0.05) (Resim 28).

T

Resim 28: GAL(dev) grubu, Ki-67 poziti
nukleuslar: izlenmekte (oklar). Ki-67; X40.

=Y

reaksiyon gosteren hepatosit

50



Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin
sayist 38.66+12.01 olarak tespit edildi. GAL(24) grubu ile karsilastirildiginda bu grupta
kaspaz (+) hiicre sayisinin istatiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 goriildi (p=0,0001)
(Resim 29).

Resim 29: GAL(dev) grubu, kaspaz-3 (+) boyanan hiicreler (oklar). Kaspaz-3;
X20.
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4.1.4.GAL+PTX Grubu

Hematoksilen-eozin ve Masson Trikrom boyama metodu uygulanan
kesitlerde; inflamatuvar, nekrotik ve apoptotik hiicreleri igeren lokal alanlarin sayisi
0.14+0.35 olarak tespit edildi. Sadece GAL uygulanan gruplarla karsilastirildiginda,
GAL+PTX grubunda lokal alanlarin sayisi istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmist1
(p=0.0001) (Resim 30,31).

Resim 30: GAL+PTX grubu, santral ven ve hepatositlerin genel histolojik
goriiniimii H-E; X10.

histolojik goriiniim izlenmekte. Masson’s Trikrom; X10.
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Bazi hepatositlerde izlenen hidropik degisiklikler disinda hepatosit ve sinuzoidlerin

histolojik goriiniimii kontrol grubuna benzer sekildeydi (Resim 32).

W P

Resim 32:GAL+PTX grubu, hiicrelerde hidropik degisiklikler (oklar). H-E;

). Xk

X20.
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PAS boyama metodu uygulanmis kesitlerde, glikojen kayb1 1.27+0.47 olarak
tespit edildi. GAL(dev) (1.25+0.75) grubu ile karsilastirildiginda glikojen kaybi

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Resim 33).

PAS; X10.
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Resim 33: GAL+PTX grubu, PAS (+) boyanan hepatositlerin goriiniimii
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Toluidin mavisi boya metodu uygulanmis kesitlerde, portal alanlarda bulunan
ortalama mast hiicre sayis1 53.42+13.08 olarak tespit edildi. GAL (dev) (108.5+33.01)
grubu ile karsilastirildiginda bu grupta mast hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmist1 (p=0.0001). Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupda
mast hiicre sayis1 halen yiiksekti (p=0.0001) ( Resim 34).

Resim 34: GAL+PTX grubu, portal alan etrafinda, bag doku icerisinde

izlenen mast hiicreler (ok) Toluidin Mavisi; X40.
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Ki 67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon goOsteren hepatosit
nukleuslarinin toplam degeri 9.65+6.16 olarak bulundu. Boyanma yogunluguna gore
hafif 15.35+£2.37, orta 10.50+1.98 ve kuvvetli derecede boyanan hiicre sayis1 3.10+2.13
olarak tespit edildi. GAL(dev) grubuyla karsilastirildiginda bu grupta; hafif, orta ve
kuvvetli boyanan nukleus sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi
(p=0,0001) (Resim 35).

Resim 35: GAL+PTX grubu, Ki-67(+) boyanan nukleuslarin goriiniimii
(oklar). Ki-67; X40.
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Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicre sayisi
2.42+1.90 olarak tespit edildi. GAL(dev) grubuyla karsilastirildiginda bu grupta kaspaz-
3 (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriildi

(p=0,0001) (Resim 36).
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4.1.5.GAL+CAPE Grubu:
Hematoksilen-eozin ve Masson Trikrom boyama metodu uygulanan

kesitlerde lobiillerin ve hepatositlerin goriiniimii kontrol grubuna benzerdi (Resim 37).

& Nl S5 e e oF 2 D . : 3 ‘ B g
Resim 37: GAL+CAPE grubu, santral ven (oklar) ve hepatositlerin genel
goriiniimii H-E; X10.
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Infilamatuvar, nekrotik ve apoptotik hiicreleri igeren lokal alanlarm sayisi
GAL(24) ve GAL(dev) gruplar1 ile karsilastirildiginda GAL+CAPE grubunda
(0.21+0.41)  istatistik olarak Onemli derecede azalmisti (p=0.0001). Bu grupta
etkilenmis alanlara kesitlerde seyrek olarak rastlandi (Resim 38). GAL+PTX grubu ile
karsilastirildiginda lokal alanlarin sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p>0.005).

Resim 38: GAL+CAPE grubu, parankima icerisinde seyrek olarak rastlanan

inflamatuvar hiicreler (oklar) H-E; X20.
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GAL+CAPE grubunda (0.98+0.67) GAL (dev) (1.54+0.50) ve GAL+PTX
gruplart ile karsilastirildiginda glikojen kaybinin istatiksel olarak anlamli derecede

azaldig1 gozlendi (P=0.0001) (Resim 39).
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Resim 39: GAL+CAPE grubu, PAS (+) boyanan hepatositlerin goriiniimii
PAS; X10.
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Toluidin mavisi ile boyanmis karaciger kesitlerinde portal alanlarda bulunan
mast hiicre sayis1 35.42+20.39 olarak tespit edildi. Mast hiicre sayisinin GAL (dev)
(108.5+33.01) ve GAL+PTX gruplar ile karsilastirildiginda bu grupda istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig1 gézlendi (p=0.0001) (Resim 40).

s - R UISRT 2l § Sk A e, TR

Resim 40: GAL+CAPE grubu, mast hiicreleri (ok) Toluidin Mavisi; X40.
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Ki 67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gdsteren hepatosit
nukleuslarinin toplam sayisi 10.894+6.12 olarak bulundu. Boyanma yogunluguna gore
hafif derecede boyanan hiicre sayis1 16.77+4.44, orta derecede boyanan hiicre sayisi
11.37+4.90 ve kuvvetli derecede boyanan ortalama hiicre sayisi 4.55+4.50 olarak tespit
edildi. GAL(dev) grubuyla karsilastirildiginda bu grupda hafif, orta ve kuvvetli
derecede boyanan hiicre sayilarinda istatiksel olarak anlamli bir artig izlendi (p=0,0001).
GAL+PTX grubu ile karsilastirildiginda ise boyama yogunluguna gore hiicre sayisi

bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05) (Resim 41).

(oklar). Ki-67; X40.
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Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicre sayisi
1.71£2.21 olarak tespit edildi. GAL (dev) grubuyla karsilastirildiginda bu grupta
kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriildi
(p=0,0001). GAL+PTX grubuyla karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Resim 42).

4‘5" o
Resim42: GAL+CAPE grubu, kaspaz (+) boyanan hiicrelerin goriiniimii
(oklar). Kaspaz; X20.

63



4.1.6.PTX ve CAPE Gruplan
Hematoksilin-eozin ve Masson Trikrom boya metodu uygulanmis kesitler
incelendiginde her iki grupta da karaciger parankimi ve portal alanlar normal histolojik

yapida izlendi (Resim 43,44).

X10.

Resim 44: CAPE grubu, portal alan ve hepatositlerin goriiniimii PTX
grubuna benzemekte. H-E; X10.
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PAS Dboyama metodu uygulanan kesitlerde, her iki grupta da hepatosit

Resim 46: CAPE grubu, PAS (+) hepatositlerin goriiniimii. PAS;20.
65

Resim 45: PTX grubu, glikejen graniilleri belirgin olarak izlenmekte (oklar)

sitoplazmasinda pembe renkte boyanan glikojen graniilleri yaygin olarak gozlendi
PAS; X20.

(Resim 45,46).



Toluidin mavisi boya metodu uygulanmis kesitlerde her iki grupta da birkag
portal alan diginda menekse renginde boyanmis mast hiicrelerine rastlanmadi. PTX
grubunda ortalama mast hiicre sayis1 5.57+4.03 iken, CAPE grubunda bu say1 6.00+5.68
olarak bulundu (Resim 47,48).

Resim 47: PTX grubu, portal alan icerisindeki bag dokuda yer alan mast

hiicrelerinin goriiniimii (oklar) Toluidin Mavisi; X20.

Resim 48: CAPE grubu, mast hiicrelerinin goriiniimii (0k) Toluidin Mauvisi;
X20.
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Ki-67 immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hepatosit
nukleuslarinin toplam sayis1 PTX grubunda 8.11+4.81, CAPE grubunda 7.6244.95
olarak bulundu. Boyanma yogunluguna gore hiicre sayisilar1 kontrol grubuna benzerdi.
(Resim 49, 50).
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Resim 50: CAPE grubu, Ki-67 (+) boyanan niikleularin goriiniimii. Ki-67;
X40.
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Bu gruplarda Kaspaz- 3 immun boyama ydntemi uygulanan kesitlerde

pozitif reaksiyon gosteren hiicrelere rastlanmadi (Resim 51,52).

Resim 51: PTX grubu, kaspaz-3 ile pozitif reaksiyon veren hiicre

al. ‘3 A

Resim 52: CAPE grubu, kaspaz-3 (+) hiicreler izlenmemekte. Kaspaz-3; X20.
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Tiim gruplarin lokal alan, glikojen kayb1 ve mast hiicre sayis1 Tablo 1, Ki-67
(+) hiicre sayis1 Tablo 2 ve kaspaz-3 (+) hiicre sayis1 Tablo 3’ de verildi. Ayrica
gruplarin ortalama mast hiicre sayilar1 Grafik 1°de, Ki-67 (+) hiicre sayilar1 Grafik 2’de
ve kaspaz-3 (+) hiicre sayilar1 Grafik 3’de gosterildi.

Tablo 1: Gruplarin lokal alan, glikojen kaybi ve mast hiicre sayilar1 bakimindan
karsilastirilmasi

Gruplar Lokal alan  Glikojen kayb1 ~ Mast hiicre
1-Kontrol 0.07+0.025 0.27+0.44 4.20+2.77
2-GAL (24 saat) grubu:  2.25+1.51 1.94+0.79 130.2+35.42
3-GAL (Devam) grubu  0.47+1.54 1.25+0.75 108.5+33.01
4-GAL+ PTX grubu 0.14+0.35 1.27+0.47 53.42+13.08
5-GAL+CAPE grubu 0.21+0.41 0.98+0.67 35.42+20.39
6-PTX grubu 0.02+0.16 0.25+0.44 5.57+4.03
7-CAPE grubu 0.04+0.20 0.18+0.39 6.00+5.68

P=0.0001

1-2,3,5 1-2,3,4,5 1-2,3,4,5
2-1,3,4,5 2-1,3,5,6 2-1,4,5
3-1,2,45 3-1,2,5 3-1,4,5
4-2,3 4-1,2,5,6 4-1,2,3,5
5-1,2,3 5-1,2,34 5-1,2,3,4
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Grafik 1: Gruplarin mast hiicre sayilari

Tablo 2: Ki-67 ile hafif, orta ve kuvvetli derecede boyanan nukleus sayilarimin gruplar arasi

karsilastirilmasi
GRUPLAR HAFIF ORTA KUVVETLI TOPLAM
Kontrol 10,38+£2,64 5,36+2,68 2.05+1,79 5,93+4.04
GAL(24)grubu: 11.63£3.44 6.56+3.93 2.41£2.61 6.8614.61
GAL(Dev) grubu 11.95£3.87 6.05+4.84  1.534+2.22 6.51+£5.22
GAL+PTX grubu 15.35+£2.37 10.50£1.98 3.10+2.13 9.65+6.16
GAL+CAPE grubu 16.77£4.44 11.37£4.90 4.55+4.50 10.89+6.12
PTX grubu 12.31+£2.04 9.17+1.62 2.85+£2.00 8.11+4.81
CAPE grubu 12.10+£2.04 8.48+2.21 2.30+£2.20 7.62+4.30
P=0.0001
1-2,3,4,5 1-2,3,4,5 1-4,5,6 1-2,3,4,5
2-1,4,5 2-1,4,5 2-3,4,5 2-1,4,5
3-1,4,5 3-1,4,5 3-2,4,5 3-14,5
4-1,2,3 4-1,2,3 4-1,2,3 4-1,2,3
5-1,2,3 5-1,2,3 5-1,2,3 5-1,2,3
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Grafik 2: Gruplarin Ki-67(+) hiicre sayisi

Tablo 3: Kaspaz-3 (+) hiicre sayilarimin gruplara gore dagilhinm

GRUPLAR KASPAZ-3 (+) HUCRE
1-Kontrol 0.00£0.00
2-GAL (24 saat) grubu 101.9+22.43
3-GAL (Devam) grubu 38.66+12.01
4-GAL+ PTX grubu 2.42+1.90
5-GAL+CAPE grubu 1.71£2.21
6-PTX grubu 0.00+0.00
7-CAPE grubu 0.00£0.00
P=0.0001
1-2,34
2-1,3,4,5
3-1,2,4,5
4-1,2,3
5-2,3,4
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Grafik 3: Gruplarin kaspaz (+) hiicre sayisi

4.2.Biyokimyasal Degerlendirme
4.2.1. Karaciger fonksiyon testleri

Serum AST seviyesi kontrol grubunda 79,2+6.5, GAL(24) grubunda
1854,7+76, GAL(dev) grubunda 102.66+19, GAL+PTX grubunda 82,6+12,3 ve
GAL+CAPE grubunda 80,6+9,11 olarak olgiildii (Tablo 4). GAL(24) ve GAL(dev)
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu gruplarda serum AST seviyesinin
istatiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edildi (p=0.0001). Ayrica GAL (24) ile
GAL (dev) gruplar1 arasindaki fark da istatiksel olarak anlamliydi (p=0.0001). Buna
karsilik, GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplar1 ile GAL (dev) grubu karsilastirildiginda
serum AST seviyesinin tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma
gozlendi. Diger yandan GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplar1 ile kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak bulunmadi (p>0.05).

Serum ALT seviyesi kontrol grubunda 48,4+8,5, GAL(24) grubunda
1936,6+83, ve GAL (dev) grubunda 54.3+6.71 olarak o6lgiildii (Tablo 4). GAL(24) ve
GAL(dev) gruplart ile kontrol grubu karsilastirildiginda bu gruplarda serum ALT
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi tespit edildi. GAL+PTX
(43,5+6,1) ve GAL+CAPE (39,1£6,5) gruplar1t GAL(dev) grubu ile karsilastirildiginda
ise serum ALT seviyesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi go6zlendi
(p=0.0001)
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Tablo 4: Gruplarin serum AST ve ALT seviyelerinin karsilastirilmasi

GRUPLAR AST (U/L) ALT(U/L)
1-KONTROL 79,2+6.5 48,4+8,5
2-GAL (24) 1854,7+76 1936,6+83
3-GAL(dev) 102.66+19 54.3+6.71
4-GAL+PTX 82,6123 43,5+6,1
5-GAL+CAPE 80,649,11 39,1+6,5
6-PTX 83,2+7,3 46,4497
7-CAPE 81,3+£32,3 48,6+19,5
P=0.0001
1-2.3 1-2,3,5
2-1,3,4,5 2-1,3,4,5
3-1,2,4,5 3-1,2,4,5
4-2,3 4-2,3
5-2,3 5-1,2,3

4.2.2. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

MDA seviyesi kontrol grubunda 0,13+0,02, GAL(24) grubunda 0,2040,04,
GAL(dev) grubunda 0.18+0.05, GAL+PTX grubunda 0,13+0,03 ve GAL+CAPE
grubunda 0,13+0,01 olarak tespit edildi. GAL(24) ve GAL(dev) gruplar ile kontrol
grubu karsilagtirildiginda bu gruplarda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artigin oldugu gozlendi (p=0.0001). GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplari ile GAL(dev)
grubu karsilastirildiginda ise bu gruplarda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
bir diisiis oldugu tespit edildi (p=0.0001). Diger yandan GAL+PTX ve GAL+CAPE
gruplar1 ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi (p>0.05). Gruplara ait
ortalama doku MDA seviyeleri ve istatistiksel p degerleri Tablo 5 ve Grafik 4° de

verildi.
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Tablo 5: Gruplara ait ortalama MDA degerleri

GRUPLAR MDA (mg/g protein)
1-KONTROL 0,13+0,02
2-GAL (24) 0,20+0,04
3-GAL(dev) 0.18+0.05
4-GAL+PTX 0,13+0,03
5-GAL+CAPE 0,13+0,01
6-PTX 0,09+0,03
7-CAPE 0,10+0,02
P=0.0002
1-2,3
2-1,4,5,6,7
3-1,4,5,6,7
4-2,3
5-2,3
MDA
0,25

0,2

0,15

Grafik 4: Gruplarin MDA seviyesi
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4.2.3.Karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri

Glutatyon seviyesi kontrol grubunda 16.44+2.85, GAL(24) grubunda
12.40+£2.73, GAL(dev) grubunda 13.28+42.99, GAL+PTX grubunda 20.89+2.49 ve
GAL+CAPE grubunda 14.17+2.08 olarak tespit edildi. GAL(24) ve GAL(dev) gruplar1
ile kontrol grubu karsilastirildiginda bu gruplarda glutatyon seviyesinde istatiksel olarak
anlamli bir azalmanin oldugu goézlendi (p=0.0001). GAL+PTX ve GAL+CAPE
gruplar1 ile GAL(dev) grubu karsilastirildiginda ise bu gruplarda glutatyon seviyesinde
istatiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edildi (p=0.0001). Diger yandan
GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplart ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli
bulunmadi (p>0.05). Gruplara ait ortalama doku GSH seviyeleri ve istatistiksel p
degerleri Tablo 6 ve Grafik 5° de verildi.

Tablo 6: Gruplarin GSH seviyeleri

GRUPLAR GSH (mmol/mg protein)
1-KONTROL 16.44+2.85
2-GAL (24) 12.40+2,73
3-GAL (dev) 13,28+2,99
4-GAL+PTX 20.89+2.49
5-GAL+CAPE 14,17+£2.08
6-PTX 14,40+3,83
7-CAPE 13.07+1,43
P=0.0003

1-2,3,4

2-1,4

3-1,4

4-1,2,3,5

5-1,2
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Grafik 5: Gruplarin GSH seviyesi

4.2.4. Karaciger dokusunda MPO diizeyleri

MPO seviyesi kontrol grubunda 17,17+2,36, GAL(24) grubunda 32,43+6,46,
GAL(dev) grubunda 29.30+7.6, GAL+Pentox grubunda 15,61+2,68 ve GAL+CAPE
grubunda 17,58+2,95 olarak 6l¢iildii. GAL(24) ve GAL(dev) gruplar1 ile kontrol grubu
karsilastirildiginda bu gruplarda MPO seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir artigin
oldugu goézlendi (p=0.0001). GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplar1 ile GAL(dev) grubu
karsilastirildiginda ise bu gruplarda MPO seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalmanin oldugu tespit edildi (p=0.0001). Diger yandan GAL+PTX ve GAL+CAPE
gruplar1 ile kontrol grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi. Gruplara ait ortalama

doku MDA seviyeleri ve istatistiksel p degerleri Tablo 7 ve Grafik 6° da verildi.
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Tablo 7: Gruplarin MPO seviyelerinin karsilastirilmasi

GRUPLAR MPO (ng/mg protein)
1-KONTROL 17,17£2,36
2-GAL (24) 32,43+6,46
3-GAL (dev) 29.30+7.6
4-GAL+PTX 15,61+£2,68
5-GAL+CAPE 17,5842,95
6-PTX 20,42+4,24
7-CAPE 17,52+2,06
P=0.0001
1-2,3
2-1,4,5
3-1,4,5
4-2,3
5-2,3
MPO
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Grafik 6: Gruplarin MPO seviyesi
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4.2.5.Karaciger dokusunda antioksidan enzim diizeyleri

SOD aktivitesi kontrol grubunda 8,45+3,2, GAL(24) grubunda 8.48+1.1,
GAL(dev) grubunda 7.28+1.8, GAL+PTX grubunda 9,324+0,99 ve GAL+CAPE
grubunda 8,54+1,9 olarak tespit edildi. SOD aktivitesi agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

GPx seviyesi kontrol grubunda 28.19+8.80, GAL(24) grubunda 26.44+4.97,
GAL(dev) grubunda 22.36+5.77, GAL+Pentox grubunda 34.64+3.65 ve GAL+CAPE
grubunda 31.434+6,69 olarak tespit edildi. GAL(dev) grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda bu grupda GPx seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir azalmanin
oldugu gozlendi (p=0.0001). GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplar1 ile GAL(dev) grubu
karsilastirildiginda ise bu gruplarda GPx seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artigin oldugu tespit edildi (p=0.0001). Gruplara ait ortalama SOD ve GPx seviyeleri ve
istatistiksel p degerleri Tablo 8’de verildi. Ayrica gruplarin ortalama SOD seviyeleri
Grafik 7°de, GPx degerleri Grafik 8’ da gosterildi.

Tablo 8: Gruplarin SOD ve GPx aktivitelerinin karsilastirilmasi

GRUPLAR SOD(U/qg protein) GPx (U/g protein)
1-KONTROL 8,45+3,2 28,19+8.87
2-GAL (24) 8,48+1,1 26,44+4,97
3-GAL (dev) 7.28+1.8 22,36+5,77
4-GAL+PTX 9,32+0,99 34,64+3,65
5-GAL+CAPE 8,54+1,9 31,43+6,69
6-PTX 7,83£1,9 26,5243,51
7-CAPE 7,68+1,4 28.,79+6,10
P=0.0001
1-3,4,5
2-3,4,5
3-1,2,4,5
4-1,2,3
5-1,2,3
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Grafik 8: Gruplarin GPx seviyesi
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5.TARTISMA

Diinyada ve iilkemizde goriilen en yaygin infeksiyonlardan biri akut viral
hepatitdir. Uzun siire is ve gii¢ kaybina neden olmasi ve bazen de liimle sonlanmasi
nedeniyle hepatit halen en 6nemli saglik sorunlarindan biri olarak goriilmektedir. Bu
calisma D-Galaktozamin ile olusturulan deneysel akut hepatit modelinde, pentoxifylline
ve caffeic acid phenethyl ester’in tedavi edici etkilerinin arastirilmasi i¢in planlandi.

Akut hepatit; viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, ¢esitli metabolik ve otoimmiin
hastaliklar gibi nedenlere bagl olarak meydana gelmektedir (1, 117). Insanlardaki viral
hepatitin morfolojik ve patofizyolojik Ozelliklerine benzeyen ¢esitli hayvan modelleri
gelistirilmektedir. Bu modelleri olusturmak i¢in en yaygin kullanilan ajan D-
Galaktozamindir (118, 119, 120, 121, 122). Siganlara GAL verilmesi hepatosit 6limii
ve nekroza yol agarak, karacigerde parankimal akut hasara neden olmaktadir (123).
Galaktozaminin yaptig1 karaciger nekrozu ile ilgili birbirini takip eden belli
fizyopatolojik asamalar oldugu diisiiniilmektedir (124). Birinci basamak GAL’in
hepatositler tarafindan metabolize edilmesi sonucu, hiicre i¢inde UDP-GAL (Uridin
difosfat-GAL) birikimi ile baglar. UDP-GAL’in artis1 iiridin niikleotidlerde ve UDP-
heksozlarda azalmayla sonuglanir. Ikinci basamakta bu metabolik anormallikler
hepatositlerin plazma membraninda degisikliklere neden olarak hiicre i¢ine kalsiyum
girisini artirir. Artmug kalsiyum igerigi, hiicre Oliimiiyle sonug¢lanan mekanizmalara
aracilik eder (125). ‘Kalsiyum hipotezi’ olarak da bilinen intraseliiller kalsiyum
konsantrasyonundaki bu bozukluk, GAL’in yol actig1 hiicre Olimiiniin en O6nemli
nedenlerinden biri olarak gosterilmektedir (126). Deneysel calismalarda, hepatit
olusturmak i¢in Galaktozamin 300-1000 mg/kg doz araliginda intraperitoneal olarak ve
tek enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir (127, 128, 129). Bir¢ok arastirmact yaptiklari
calismada akut karaciger hasar1 olusturmak i¢cin GAL 500 mgkg dozunda
kullanmislardir (127, 130, 131). Biz de ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak siganlara
Galaktozamini 500 mg/kg tek doz seklinde uyguladik.

Sicanlara GAL verilmesinin ardindan karacigerde hepatoselliiler hasar
gelistigi birgok yazar tarafindan gosterilmistir (125, 128, 132, 133, 134). Biz de
calismamizda; GAL uygulamasmin ardindan karaciger parankimi igerisinde normal
histolojik yapidan farkli olarak izlenen inflamatuvar, nekrotik ve apoptotik hiicreleri

iceren fokal alanlar tespit ettik. Hirohisa Takano, Ashraf Taye ve ark. GAL ile
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yaptiklar1 ¢aligmalarda, karacigerde histolojik olarak konjesyon, hiicre infiltrasyonu ve
nekroz alanlar1 gozlediklerini bildirmislerdir (135, 136).

Calismamizda, hepatosit sitoplazmasimdaki glikojen igerigi PAS boyama
metodu ile degerlendirildi. Bu yontemle GAL uygulanan gruplarda lobulun periferinde
belirgin derecede glikojen kayb1 izlendi. Hepatositlerin ana enerji kaynagi olan glikojen
ayni zamanda karaciger hasarini gosteren onemli bir parametredir. Hiicre icerisinde
glikojen depolarinin azalmasinda, enerji metabolizmasinda olusan bozulma sonucu
hiicrenin  glikoza bagimli hale gelmesinin rolii oldugu disiinilmektedir (137).
Mangeney ve ark. GAL’nin hepatositlerde enerji metabolizmasini inhibe ettigini
bildirmislerdir (138). Ayrica sicanlara GAL verilmesi ile karacigerde artan TNF alfa
gibi bazi sitokinlerin insiilin direnci olusturarak glikojen sentazi inhibe ettigi ve glukoz
alimini engelledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (139, 140).

Calismamizda saglam hepatositlerden belirgin bir halo ile ayrilan ¢ok sayida
nukleus iceren PAS (+) dev yapilar izledik. Tseng ve ark. Sprague Dawley sigcanlara iv
enjeksiyonla nanoseria verilmesinin ardindan, etrafi mononiikleer hiicrelerle ¢evrili aktif
Kupffer hiicrelerinden olusan, granulomat6z lezyonlara rastladiklarmni bildirmislerdir.
Bu inflamatuvar ve granulomatéz olusumlarin sinuzoidal kaynakli oldugu
digiiniilmektedir (141). Kaufmann ve Ohtoma ve ark. fagosite edilen yabanci
materyallerin, bu granulomat6z yapilarda hapsedip sinirlayarak, saglam dokunun
inflamasyon ve hasardan korundugunu rapor etmislerdir (142, 143).

Calismamizda gozlemledigimiz diger bir bulgu, GAL verilmesiyle izlenen
mast hiicre sayisindaki degisikliklerdi. GAL uygulanan gruplarda, portal alanlardaki
mast hiicre sayisinin belirgin olarak arttigini tespit ettik. Kemik iliginden kdken alan
mast hiicreleri, allerjik ve immunolojik reaksiyonlarin yani sira inflamatuvar
reaksiyonlarda da rol oynayan hiicrelerdir. Mast hiicreleri inflamatuvar reaksiyonlar
sirasinda ndrotransmitterler ve sitokinler araciligiyla aktive olarak graniil iceriklerini
ekstraselliiler alana verirler (144). Liehr H ve ark. GAL’in mast hiicrelerini direkt
olarak aktive ederek histamin salinmasina yol agtigini bildirmistir (145). Histamin ayni
zamanda gastrointestinal sistem permeabilitesini arttirarak kana bakteriyel {irlinlerin
ge¢mesine neden olur (146). Kana gecen bakteriyel {iriinler Kupffer hiicrelerinden TNF
alfa salinmasina yol acar. TNF alfa seviyesinin GAL uygulamasindan sonra yiikseldigi
bir ¢ok ¢aligmada rapor edilmistir (134, 147, 148, 149). GAL’in TNF alfa ile ilgili hiicre
Oliimiine neden olan sinyalleri aktiflestirip ve bdylece hepatositlerin duyarliligini

artirarak mRNA ve protein sentezini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu siire¢ inflamatuvar
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hiicrelerin karaciger parankimasina girerek nekrotik alanlar olusturmasiyla sonuglanir
(132). Biz de c¢aliyjmamizda karaciger parankimasinda gozlemledigimiz nekrotik
alanlarm mast hiicreleriyle iligkili olabilecegini diistinmekteyiz.

In vitro ve in vivo calismalar GAL’in hepatositlerde apoptozise neden
oldugunu gostermistir (127, 150, 151, 152, 153). GAL’in hepatositlerde intraselliiler
iridin niikleotidlerinin miktarmi azaltarak, hiicre i¢in hayati O6neme sahip olan
proteinlerin sentezini inhibe ettigi ve bu sekilde hiicreyi apoptozise gotiirdiigii rapor
edilmistir (127). Diger yandan Sun F ve ark. GAL uygulanan si¢anlarin karacigerinde,
ROR iiretiminin artmasi sonucu Kupffer hiicrelerinin belirgin derecede aktive oldugunu
bildirmislerdir (129). Aktive olan Kupffer hiicreleri, hiicre 6liimiine yol agan TNF alfa
gibi sitokinleri salgilar. Hiicre disindan apoptozisi etkileyen en dnemli faktorlerden biri
olan TNF alfa, hiicre i¢inde prokaspas 8’i aktiflestirir. Aktiflesen kaspaz 8; kaspaz 3,
kaspaz 6 ve kaspaz 7’yi etkileyerek zincir bir reaksiyon olusturur. Boylece kaspazlar
hiicredeki tiim makromolekiilleri pargalayarak apoptozise yol agarlar (154). Aym
zamanda kaspaz 8 mitokondriden sitokrom c ve kalsiyumun serbestlesmesine yol agar.
Boylece apoptotik siirecin mitokondriyal yolunu da aktiflestirir. Yapilan deneysel bir
calismada GAL enjeksiyonundan 18 saat sonra karacigerde apoptotik hiicrelerin ortaya
ciktig1 gosterilmistir  (129). Muntane (83), Stachlewitz (132) ve ark. GAL
uygulamasinin karacigerde apoptotik hiicrelerin olusmasina neden oldugunu, Catal ve
ark da GAL uygulamasi ile kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayismin istatiksel olarak
anlamli sekilde arttigini bildirmislerdir (155). Biz de ¢alismamizda GAL verilen grupta
H&E boyama metoduyla karacigerde portal alan ve parankima icerisinde ¢ok sayida
apoptotik hiicrelere rastladik. Ayrica karaciger dokusundaki apoptotik hiicreleri kaspaz-
3 immunboyama yontemi ile de dogruladik. Bu yontem ile kaspaz-3 (+) hiicre sayisinin
GAL (24) ve GAL(dev) grubunda kontrol ve diger gruplara gore anlamli sekilde
arttigini tespit ettik. Karacigerde kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisindaki artis, GAL nin
kaspaz aktivasyonu yolu ile apoptozise neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu caligsmada karacigerde mitotik siirece giren hepatositleri belirlemek icin
Ki-67 immunboyama yontemi kullanildi. Ki-67 antikoru siklusun G1, S, G2 ve M
fazlarindaki hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan bir antijen olan Ki-67 epitopu ile
reaksiyona girer (156, 157). GO evresi, hiicrenin stabil ve DNA/RNA sentezinin
olmadig1 evredir. DNA sentezi, G1 evresiyle birlikte baglar, S ve M evresine kadar
siirer (158, 159). Ik kez 1983°de Gerdes ve ark. tarafindan hiicre ¢ekirdeginde bulunan

Ki-67 antijeni ve buna karsi olusan monoklonal antikor tanimlanmistir (158). Hiicre
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siklusu ilerledikge antijen igerigi artar. G2-M evresinde maksimal seviyeye erisir.
Hepatik rejenerasyon baska yontemlerle de arastirilmistir. Ornegin Kawakita ve ark.
akut ve kronik hepatitdeki rejeneratif aktiviteyi PCNA kullanarak belirlemislerdir (160).
Botelli ve ark benzer ¢alismayr BrdU kullanarak yapmuslardir (161). Ancak her iki
yonteminde dezavantajlar oldugunu diisiinmekteyiz. Ornegin PCNA hem prolifere olan
hiicrelerde hem de prolifere olmayan hiicrelerde boyanmaktadir. Bravo ve ark PCNA
nin diffiiz ve graniiler olmak iizere iki boyanma paterni oldugunu bildirmislerdir.
Graniiler boyanmanin proliferasyonla ilgili oldugunu ancak diffliz boyanmanin
proliferasyonu  gostermedigini rapor etmislerdir (162). Bu nedenle PCNA
immunreaktivitesini degerlendirmek bizim kullandigimiz yonteme gore daha zor
goriinmektedir. Ayni sekilde BrdU boyama yontemi zaman alici ve teknik olarak
kompleks bir yontemdir. Kaita ve ark. karaciger hastaliklarinda hepatositlerdeki mitotik
aktiviteyi belirlemede en uygun yolun Ki-67 immunboyama yontemi oldugunu
bildirmiglerdir (163). Bu yontem, hiicre proliferasyonunu gosteren diger
yontemlerden, sadece S evresini degil, mitotik siklusun tiim evrelerini
smiflandirilabilmesi agisindan farklidir (164, 165, 166). Biz de karacigerdeki hepatosit
niikleer proliferasyonun gosterilmesinde Ki-67 boyama yonteminin kullanilmasinin
daha kolay ve etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Ayman EL-Meghawry ve ark
monosodyum verilen siganlarda Ki-67 (+) ile boyanan hepatosit sayismin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttigini rapor etmislerdir (167 ). Kaita ve ark karaciger
hastaliklarinda Ki-67 boyanan hiicre sayilarini karsilastirmigtir. Buna gore inaktif siroz,
hafif inflamasyonlu hepatit ve saglam karaciger dokusunda Ki-67 ile boyanan hiicre
sayisinin kronik hepatit ve hepatoceliiler karsinomaya gore daha az oldugunu tespit
etmislerdir (163). Bizim ¢alismamizda da hepatosit proliferasyonunu belirlemek i¢in
Ki-67 kullanildi. Bu boyama yontemi ile sadece GAL uygulanan gruplarda Ki-67 (+)
hiicre sayisinim kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigini tespit ettik.

Calismamizda biyokimyasal olarak karaciger hasarini belirlemek i¢in serum
AST, ALT enzim seviyeleri kullanildi. AST ve ALT karaciger hasarin1 ve karaciger
hiicre nekrozunu belirlemede en sik kullanilan enzimlerdi (168, 169). Bu enzimler
normal olarak sitoplazmada bulunmasmna ragmen, hiicre hasar1 sonras1 kana verilirler
(170). Uzun siireli ve yiiksek dozlarda GAL uygulanmasi karaciger hasarimi
siddetlendirir ve AST, ALT gibi hiicre i¢i maddelerin serbest kan dolagimima ge¢mesine
yol agar (125, 171, 172) GAL ile olusturulan karaciger hasarinda serum AST, ALT

seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigi bildirilmistir (173).
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Caligmalarda GAL’nin i.p olarak verilmesinin ardindan ALT’de belirgin artmanin 18.
saatte bagladig1 ve 24. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir (129). Biz
de caliymamizda literatlirle uyumlu olarak en yiiksek AST, ALT seviyesini GAL
uygulandiktan 24 saat sonra sakrifiye edilen siganlarda tespit ettik.

Calismamizda lipid peroksidasyonunu MDA, inflamasyon siddetini MPO,
antioksidan sistemi SOD, GPx (enzimatik) ve GSH (nonenzimatik) aktiviteleri ile
degerlendirdik.

GAL ile yapilan daha Onceki caligmalarda lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (174, 175, 176). Serbest oksijen
radikalleri hiicre membranlarindaki yag asitlerinin metilen gruplarmmdan bir H atomunun
koparilmasi ile baglayan oksidasyon reaksiyonlarini baglatir. Daha sonra bu gruplara
molekiiler oksijenin baglanmasiyla lipid peroksidleri meydana gelir. Lipid
peroksidasyonunun erken basamaginda olusan lipid peroksidlerinin yikimi ile
malondialdehit gibi biyoaktif aldehitler olusur. Bu nedenle malondialdehit, lipid
peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin en onemli gostergelerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Tao Wen ve Ashraf Taye ve ark. yaptiklar1 D-
galaktozaminle indiiklenmis hepatotoksite ¢alismasinda, GAL verilen grubun serum
MDA seviyesinin kontrol ve diger gruplara gére anlamli sekilde arttigini rapor etmisler
(134, 136). Biz de ¢alismamizda GAL uygulanan gruplarda MDA seviyesinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttigini tespit ettik. Yoshikawa T, Shiratori Y ve ark.
lipid peroksidasyonu yoluyla hiicre membran biitiinligli ve gecirgenliginin
bozulmasmin, GAL’in hepatositler iizerinde yaptig1 en O6nemli hasar oldugunu
bildirmislerdir (175, 177). Bu bulgular GAL’ne bagli hepatitin patogenezinde lipid
peroksidasyon iiriinlerindeki artisinda etkili oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda GAL(24) ve GAL(dev)
gruplarinda MPO diizeyinin istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi. Bizim
bulgulara benzer sekilde, Koji 1to ve ark. da GAL verilen si¢anlarda, karacigerde MPO
aktivitesinin belirgin sekilde yiikseldigini bildirmislerdir (178). GAL’in verilmesiyle
olusan reaktif hidroksil radikalleri hem dokuya zarar vermekte hem de ldkositlerin
hasarli dokuda toplanmasimi saglamaktadirlar. Diger yandan dokuya gelen l6kositler
myeloperoksidaz ve NADPH oksidaz yoluyla serbest radikal iiretimini daha da artirirlar.
Nitekim Myeloperoksidazin hidrojen peroksit (H202) varliginda kloriir, iyodiir ve
bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek gii¢lii oksidan bilesikler olusturdugu

bilinmektedir (179). Bu calismada gozlemledigimiz MPO aktivitesindeki yiikselme
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GAL’in karaciger dokusunda olusturdugu inflamasyonun siddetini belirgin olarak
gostermektedir.

Calismamizda biyokimyasal analizler sonucunda; GAL(24) grubunda, GPx
ve SOD enzim aktivitesi degismezken, GSH seviyesinde kontrollere gore istatistik
olarak anlamli derecede bir diisiis tespit edildi. Diger yandan GAL verilip deneyin
sonuna kadar devam eden grupta GPx enzim aktivitesi ve GSH seviyesini azalirken,
SOD enzim aktivitesi degismedi.

Hiicrede ROR"un kontrolii non-enzimatik (GSH) ve enzimatik (SOD, GPx)
antioksidanlardan olusan antioksidan savunma sistemi tarafindan diizenlenmektedir
(180). Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin indirgenmesini
saglayan dnemli bir antioksidan enzimdir. GPx aktivitesindeki azalma hidrojen peroksit
birikmesine ve hiicre hasarina yol agmaktadir. Ayrica bu enzimin hepatik nekrozda
koruyucu bir role sahip oldugu bildirilmistir (181). Vilwanathan ve ark Galaktozamin
ile olusturduklar1 deneysel hepatit modelinde karaciger GPx aktivitesinin anlamh
derecede azaldigimmi rapor etmislerdir (182). Ancak biz bu c¢aligmada GAL(dev)
grubunda GPx seviyesinde onemli bir azalma gozlerken, GAL verilmesinden 24 saat
sonra herhangi bir degisiklik izlemedik. Bu bulgu bize GAL verilmesinin ardindan belli
bir siire gegtikten sonra GPx seviyesinin etkilendigini diisiindiirmektedir.

SOD enzimi, superoksit radikalini dismutasyona ugratarak H202 ve
molekiiler oksijene doniisimiinii saglar (183). Taye ve Yanling ve ark. GAL ile
yaptiklar1 ¢alismada SOD aktivitesinde azalma gozlemislerdir (136, 184). Ugan ve ark.
da GAL ile olusturduklar1 hepatitde SOD seviyesinin GAL grubunda kontrol grubuna
gore anlamli sekilde arttigini rapor etmislerdir (185). Diger yandan Bastiirk ve ark ise
GAL calismalarinda GAL grubu ile kontrol grubu arasinda SOD aktivitesi bakimindan
anlamli bir fark olmadigini bildirmislerdir (186). Bizim ¢alismamizda da SOD aktivitesi
bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmada.

Glutatyon serbest radikal temizleyicisi ve GSH redoks dongiisiinde bir
substrat olarak normal hiicreleri oksidatif hasardan koruyan en Onemli intraselliiler
mekanizmalardan biridir (187). Karacigerde yogun konsantrasyonlarda bulunan,
karaciger i¢in 6zgiil nitelikte olan bir antioksidandir. Glutatyon hiicrelerde bulunan ve
protein yapisinda olmayan, diisiik molekiil agirlikli rediikte thiollerin % 90 nindan
fazlasini olusturur. GSH wvucutta bir ¢ok biyolojik islemde 6nemli roller oynar ve
immiin fonksiyonlarm ve inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde gorev aldiklar

gosterilmistir(188, 189). Proteinlerin yapisindaki siilfidril gruplarini indirgeyerek pek
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cok enzim ve proteinin aktivasyonunu saglayan GSH, serbest radikallerlede reaksiyona
girip hiicreleri oksidatif strese karst korur (190). Oksidatif stres siiresince GSH
seviyesinin azaldigi bildirilmektedir (182). Yanling Shi, Wills PJ ve ark tarafindan
GAL ile olusturulan deneysel hepatotoksisite modelinde karaciger GSH seviyesinin
kontrollere gore anlamli derecede diistiigi rapor edilmistir (184, 191). Bizim
calismamizda da tespit ettigimiz GSH seviyesindeki azalmanin, GAL’in neden oldugu
oksidatif strese bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda GAL verilmesiyle karacigerde izlenen histolojik ve
biyokimyasal hasarin PTX ve CAPE tedavisiyle diizeldigi izlendi. Karaciger
parankimasinda GAL’in neden oldugu inflamatuvar, apoptotik ve nekrotik hiicreleri
iceren lokal alanlarin smirlar1 PTX ve CAPE uygulanan gruplarda énemli derecede
kiiciilmiistii. PTX’in karacigeri tedavi edici etkisinde kan akmmini hizlandirarak
dokular1 oksijenlendirmesinin 6nemli oldugu disiliniilmektedir (136). PTX’in
mikrovaskiiler perflizyon iizerine iyilestirici etkileri, vaskiiler biitiinliigii koruyarak,
inflamasyonun en Onemli basamagi olarak diisiinlilen postkapiller veniil endoteli
boyunca lokosit yapismasini engellemesine baglanmaktadir (137). Ayrica PTX, bir
timor nekroz faktor o (TNF o) inhibitérii olmasi nedeniyle makrofajlardan TNF-a
salinimini inhibe ederek IL-1 ve IL-6 gibi kemotaktik mediatorlerin yapimini azaltir
(192). Bu sekilde inflamatuvar reaksiyonlar1 baskiladigina dair literatiirde bilgiler
bulunmaktadir (193). Novick WC ve ark. TNF alfa tarafindan aktive olan
polimorfoniikleer 16kositler TNF alfadan once ve sonra PTX’e maruz birakilmasiyla
bloke oldugunu bildirmislerdir (194). Karacigerin farkli toksisite modellerinde
pentoksifilinin  hepatoprotektif etkinligi oldugu gosterilmistir (195). Farelerde
karbontetrakloriir ile indiiklenmis karaciger hasarma karsi pentoksifilinin iyilestirici
etkilerinin incelendigi ¢aligmada karacigerde goriilen vakuolizasyon, nekroz ve apoptoz
bulgularmin PTX uygulanan grupta azaldigi rapor edilmis (196). Ayrica PTX’in
Kupfter hiicrelerinden apoptozisi indiikledigi bilinen TNF alfa salinimini inhibe ettigi
bilinmektedir (197). Usta ve ark. sicanlarda adriyamisinle olusturduklari bobrek
hasarina karsi PTX’in etkilerini inceledikleri caligmalarinda, PTX uygulamasi ile
apoptozisin azaldigini rapor etmislerdir (198). Biz de ¢alismamiz da literatiirle uyumlu
olarak PTX uyguladigimiz grupta kaspaz-3 hiicre sayismin sadece GAL uygulanan
gruplara gore 6nemli derecede azaldigini tespit ettik.

GAL+CAPE grubunda izledigimiz GAL grubuna gore azalan inlamatuvar

alanlar CAPE’nin antiinflamatuvar 6zelligine baglanabilir. Nitekim CAPE’nin 6zgiil
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olarak Niikleer faktor kapa B (NF-kB)’yi ve oksijen radikallerini inhibe ederek
inflamatuvar yolagin islemesini onledigi bilinmekedir. Niikleer faktor kappa-B (NF-
kB) indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi oksidatif
strese yanit olarak eyleme gegcen ve birgok genin ekspresyonunda ve inflamatuvar
genlerin tiretiminden sorumlu olan redoks-duyarl transkripsiyon faktoriidiir (106). GAL
uygulamasinin NF-kB seviyesini anlamli derecede artirdigt CAPE’nin de NF-kB’nin
0zgiil inhibitori oldugu saptanmistir (199, 200).

CAPE’nin antiinflamatuvar etkinli§i bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.
Koltuksuz ve ark. (201) intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarinda, Vardi ve ark (202)
gentamisinin, Parlakpinar ve ark (203) amikasinin neden oldugu bobrek hasarinda ve
Lee KJ ve ark (204) Karbontetrakloriirle indiiklenmis karaciger hasarinda CAPE’nin
inlamatuvar hiicre infiltrasyonunu belirgin derecede azalttigini bildirmislerdir.

CAPE’nin apoptozis iizerine etkisi ile ilgili yapilan caligmalarda farkli
sonuglar elde edilmistir. Insan kolon ve prostat kanser hiicre kiiltiirlerindeki
calismalarda CAPE’nin apoptozisi uyardigi gosterilmistir (205, 206). Ote yandan,
CAPE’nin antiapoptotik olabilecegini gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin,
sican ndron kiiltliriinde deneysel olarak uyarilan apoptozis modelinde, CAPE’nin
antioksidan ve kaspaz inhibisyonu ile antiapoptotik o6zellikleri saptanmustir (207).
Ayrica Cagli ve arkadaslari, iskemi-reperflizyon hasari olusturulan sigan miyokardinda,
CAPE’nin apoptozisi inhibe ederek, hiicresel yikimi azalttigini rapor etmislerdir (208).
Ustelik CAPE’nin, glukokortikoid reseptdr yolagindan bagimsiz olarak inflamatuvar
hiicrelerde apoptozisi 6nledigi ve kaspaz-3 aktivasyonunu engelleyerek apopotik hiicre
Olimiine kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (209). Bizde calismamizda CAPE
uyguladigimiz grupta kaspaz-3 (+) hiicre sayismin GAL gruplarina gore anlamh
derecede azaldigin tespit ettik.

Calismamizda GAL+PTX ve GAL+CAPE gruplarinda Ki-67 (+) hiicre
sayisinin GAL gruplarma gore anlaml sekilde arttigmi tespit ettik. Martino ve ark
pentoksifilinin TGF-Betal’i azaltarak rejenerasyonu sagladigini bildirmislerdir (210).
TGF-Beta hepatosit biiylime faktoriinii inhibe eden en Onemli rejenerasyon
inhibitoriidiir (211). CAPE’nin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi ise biitiin propolis
iriinlerinde fazlaca bulunan ve bir amnoasit olan arjininden ileri gelmektedir. Arjinin
dekarboksilasyonla argamata doniigiir. Argamat ise mitoz ve protein sentezini arttirarak

doku rejenerasyonunu hizlandirir (212).
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Deneysel karaciger hasari olusturulan farkli deneysel modeller iizerinde
PTX ve CAPE’nin karaciger enzimleri lizerine etkileri degerlendirilmistir. Raethsch C
ve ark. safra kanali ligasyonu uyguladiklar1 Siganlarda PTX uygulamasinin ne kolastazin
gostergesi olan serum ALP seviyesini ne de karacigerde inflamasyonun gostergesi olan
AST ve ALT seviyelerini etkilemedigini bildirmislerdir (213). Buna karsilik
concanavalin A ile olusturulan hepatit modelinde PTX’nin doza bagimli olarak serum
AST, ALT seviyelerini Onemli derecede dislirdiigii goOsterilmistir  (214).
Karbontetrakloriir ile yapilan calismalarda meydana gelen karaciger hasarma karsi
PTX’in (215) serum AST, CAPE’nin ise (216, 217) AST, ALT ve ALP seviyelerini
onemli derecede diisiirdligii rapor edilmistir.

Biz de ¢alismamizda PTX ve CAPE’ nin verilmesinin, GAL’in neden oldugu
karaciger enzimlerindeki artis1 engelledigini gozledik.

Bu ¢alismada GAL’in neden oldugu oksidatif hasarin gdstergelerinden olan
lipid peroksidasyonu, glutatyon ve GPx aktivite kaybi, PTX ve CAPE tedavisi ile
diizeltildi. Pentox (218) ve CAPE’nin (219) en 6nemli 6zelliklerinden biri in vitro
ortamda aktive olan notrofillerden hidrojen peroksit ve superoksit anyon iiretimini
azaltarak dokuyu serbest radikallerden korumasidir. CCI4 ile karaciger hasari
olusturulan c¢aligmalarda, artan lipid peroksidasyonunun PTX (220) ve CAPE (221)
verilmesiyle azaldig1 bildirilmektedir. GAL’nin neden oldugu hepatik lezyonlar iizerine
antioksidan 6zelligi bilinen ajanlarin kullanilmasiyla antioksidan savunma sistemini
olusturan glutatyon seviyesinin arttig1 calismalarda gosterilmistir (222). Ganesan ve ark
GAL hepatitinde, antiinflamatuar ve antioksidan o6zelligi bilinen bir flavanoid olan
chrysin’nin GAL uygulamasiyla azalmis glutatyon seviyesini anlamli derecede
yiikseldigini bildirmislerdir (223). Zaitone ve ark. sicanlarda olusturduklar1 deneysel
non-alkolik yagh karaciger hastaliginda azalmis glutatyon seviyesinin PTX ile anlamli
derecede arttigini rapor etmislerdir. (224) Sisplatin verilen diger bir calismada da,
karaciger dokusunda azalan glutatyon miktarinin CAPE ile diizeltildigi rapor edilmistir
(225). 10 umol/L konsantrasyonda CAPE’nin ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz
sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif oksijen tiirlerininin tamamimi bloke ettigi
bildirilmistir (98). Ayrica CAPE linoleik asit ve arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz
enzimi tarafindan olusturulan oksijenasyonunu inhibe etmektedir (227). Hidrojen
peroksiti metabolize eden enzimlerden biri olan GPx aktivitesi GAL+PTX ve
GAL+CAPE gruplarinda GAL grubuna gore 6nemli derecede yiikselmisti. Catal ve ark.

sicanlarda GAL’ in neden oldugu bobrek hasari iizerine Beta karoten, askorbik asit, alfa
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tokoferol ve sodyum selenat’tan olusan antioksidan kombinasyonu verilmesiyle GPx
aktivitesini arttigin1 rapor etmislerdir (228). Bize gore bu calismada belirgin olarak
izledigimiz PTX ve CAPE’nin oksidatif stres parametreleri lizerindeki olumlu etkileri
onlarin antioksidan 6zelliklerine atfedilebilir.

GAL’in neden oldugu hasar1 artiran oksidan kaynaklardan biri de
notrofillerden sentezlenen superoksit ve hidrojen peroksit radikalleridir. PTX (229) ve
CAPE’ nin (230, 227) nétrofiller lizerine giiclii inhibitor etkileri oldugu rapor edilmistir.
Notrofiller lizozomal enzimler ve reaktif oksijen radikalleri gibi zararli maddeler aciga
cikaririlar. Cesitli sitiimiilanlarla notrofiller aktive oldugu zaman hiicrelerden dokuya
zarar veren diger maddelerle birlikte MPO’da salinr. MPO oksidan iiretiminde temel
role sahiptir. Notrofiller romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, reperflizyon
hasar1 gibi inflamatuvar hastaliklarda goriilen doku hasarinda rol oynayan en 6nemli
hiicre olarak diisiiniilmektedir (231). Bu ¢alismada PTX ve CAPE uygulanmasi, GAL
ile yiikselen MPO aktivitesini kontrol seviyesine diisiirdii. Bu sonuglar bize GAL ile
olusturulan hepatit modelinde inflamasyonun antiinflamatuvar etkiye sahip PTX ve

CAPE gibi ajanlarla hafifleyebilecegini gostermektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismanin sonucunda, GAL uygulamasmin ardindan karaciger parankimi
icerisinde normal histolojik yapidan farkli olarak izlenen, inflamatuvar, nekrotik ve
apoptotik hiicreleri iceren fokal alanlar olustugu gozlendi. Ayrica hepatosit
sitoplazmasidaki glikojen igerigi degerlendirildiginde, GAL uygulanan gruplarda
lobiiliin  periferinde belirgin derecede glikojen kaybi1 izlendi. Calismamizda
gozlemledigimiz diger bir bulgu, sadece GAL verilen gruplardaki mast hiicre, Ki-67 ve
kaspaz-3 (+) hiicre sayilarindaki artisti. Biyokimyasal analizlerde ise GAL gruplarinda,
kontrol grubuna gére MDA ve MPO seviyelerinde artis gozlenirken, GSH ve GPx
aktivitelerinde anlamli derecede azalma tespit edildi.

Diger yandan GAL uygulanan sicanlara PTX ve CAPE verilmesiyle
karacigerde izlenen histolojik ve biyokimyasal hasarm hafifledigi goriildii. Karaciger
parankimasinda GAL’in neden oldugu inflamatuvar, apoptotik ve nekrotik hiicreleri
iceren lokal alanlarin smirlar1 PTX ve CAPE uygulanan gruplarda énemli derecede
kii¢iildii. Bu gruplarda mast ve kaspaz 3 (+) hiicre sayilarinin azaldigi, Ki-67 (+) hiicre
sayisinin ise anlamli derecede arttigi tespit edildi. Ayrica biyokimyasal analizlerde
PTX ve CAPE uygulanmasi ile MDA, MPO seviyesi azalirken, GSH ve GPx
seviyesinin anlamli derecede arttig1 izlendi.

Bu c¢alisma GAL’in neden oldugu karaciger hasari iizerine PTX ve
CAPE’nin 1yilestirici etkileri oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak karaciger
hastaliklarmin tedavisinde PTX ve CAPE gibi antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi

olan ajanlarm kullanilmasinin, olumlu etkileri olabilecegini diisiinmekteyiz.
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EK 1. Etik Kurul Onay Formu

INOND UNIVERSITESL
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi

Toplanti Yeri

Aragtirma Protokol no.su

Deneyde Kullamlacak Hayvanm Tiri
Deneyde Kullanilacak Hayvanm Soyu

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti
Deneyde Kullamlacak Hayvamn Sayist

Deneyde Kullamilacak Hayvamn Yasi ve

2 03-12-2010

: Tip.Fak. Toplanti Salonu-Malatya

1 2010/71

: sigan

: Wistar albino

O [ODp

: 64 adet
Agirhg < 150-180 g Yetigkin

@ Farketmez

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Mukaddes ESREFOGLU nun yiiriitiiciisii oldugu

“Wistar albino sicanlarda D-Galaktozamin
pentoxifylline ve caffeic acid phenethyl ester’in etkilerinin incelenmesi” isimli
Protokol no.lu galismanin dosyasi incelendi.

ile olusturulan akut hepatit tedavisinde
2010471

Adi gegen arastirmanm; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yénergesi'nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk arastmeilara ait olmak lizere galigmanin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca

bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.

7  Dog.Dr. Abdurrahman KARAMAN Yrd.Dog.Dr, Mustafa KARAKAPLAN

Prof.Dr. Yusuf TU
Baskan Baskan Yard. Raportdr
Prof.Dr. et KIZILAY Prof.Dr. Seli_m DOGANAY Yrd.Dog.Dr. M. if ALADAG
Uye Uye Uve

aer BZDAG ~Salih AVCI

Sivil Uye
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