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OZET

E. Hakan Terzi, Deneysel safra kanal ligasyonuna bagh olusan karaciger
fibrozisine; n-asetil sistein, askorbik asit ve sirolimus un etkilerinin 151k,
elektronmikroskopik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelenmesi.
Uzmanhk Tezi, BOLU, 2008. Deneysel safra kanali ligasyonu karaciger fibrozisi
olusturmak icin kullanilmaktadir. Pek ¢ok c¢alismada wuzamis safra kanal
tikanikliklarinin karaciger dokusunda fibrotik ve sirotik degisikliklere neden oldugu
gosterilmektedir. Bu ¢aligmadaki amacimiz, safra kanal ligasyonuna bagli olusan
karaciger fibrozisine; n-asetil sistein (NAC), askorbik asit (C vitamini) ve sirolimus
(rapamisin) un etkilerinin incelenmesidir. Calismada toplam 36 adet Wistar-Albino
cinsi erigkin erkek si¢an kullanildi. Kontrol grubu, safra kanali ligasyonu ve dort
tedavi grubu (NAC, C vitamini, NAC + C vitamini, rapamisin) olmak {izere toplam 6
grup olusturuldu. Ligasyon sonrast 21 giin sonunda sakrifiye edilen sican karaciger
dokular1 ve kan Ornekleri alindi. Isik mikroskopik incelemeler i¢in hematoksilen-
eozin, Masson-trikrom, PAS boyamalari,  katenin, Ki-67, a-SMA, desmin immiin
boyalar1 yapildi. Apoptozis TUNEL yontemi ile degerlendirildi. Tim gruplarin
karaciger dokular1 ince yap1 diizeyinde incelendi. Kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda
karaciger enzimleri ve bilirubin degerleri artmis olarak tespit edildi. Ligasyon
grubunda; portal alanlarda safra kanali proliferasyonu, inflamatuar hiicre artisi, bag
dokusu artis1, lobiillerin sinirlarinda bozulma, hepatositlerde mitotik figiirler goriildii.
NAC tedavisinin, proliferasyonu ligasyon grubuna gore arttirdigi saptandi. Rapamisin
grubunda safra kanali proliferasyonu, fibrozis ve nekroz alanlar1 daha az tespit edildi.
Diger tedavi gruplart ligasyon grubuna benzemekteydi. a-SMA immiin boyamasi,
ligasyon grubunda fibrotik alanlardaki hiicrelerde artmis olarak izlendi. Rapamisin
grubunda, a-SMA boyanmasimin siddeti ve yayginligi azalmis olarak gozlenirken,
diger tedavi gruplar ligasyon grubuna benzemekteydi. Desmin immiin boyanmasi,
ligasyon ve tedavi gruplarinda benzemekteydi. Boyanma genellikle nekroz alanlarinin
cevresindeki hiicrelerde ve prolifere olmus safra kanallar1 ¢evresinde tespit edildi. 3
katenin boyanmasi agisindan gruplar arasinda belirgin bir fark tespit edilememistir.
Mitotik aktivasyonu gosteren Ki-67 immiin boyanmasi, ligasyon grubunda safra

kanallar1 epitelinde ve hepatositlerde artmis olarak goézlenirken; rapamisin ve NAC +



xi

C vitamini uygulanan gruplarda azalmis oldugu tespit edildi. TUNEL (+) hiicreler;
ligasyon ve tedavi gruplarinda hepatositlerin bulundugu karaciger parankiminde
yogun olarak goriilmekle beraber, safra kanali proliferasyonu olan alanlarda
gbozlenmemistir. Safra kanalindaki TUNEL (+) hiicreler sadece rapamisin ile tedavi
edilen grupta izlenmistir.

Sonug olarak, ligasyon olusturulup tedavi uygulanan gruplardan rapamisin
verilen sican karaciger dokularinda; safra kanal proliferasyonu, fibrotik ve nekrotik
degisikliklerin azaldig1 goriilmiistiir. Doku diizeyindeki bu iyilesmeler biyokimyasal

degerlerle paralellik gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Safra kanal ligasyon, Karaciger fibrozisi, NAC, C vitamini,

rapamisin, apoptozis
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SUMMARY

E. Hakan Terzi. To examine the effects of n-acetyl cystein, ascorbic acid and
sirolimus on liver fibrosis due to experimental bile ducts ligation in rats by
immunhistochemical, biochemical methods, light and electron microscopies.
Medical Speciality Thesis, Bolu, 2008. Experimental bile duct ligation is used for to
develop liver fibrosis. In several studies, prolonged bile duct obstructions caused liver
fibrosis and cirrhosis was documented. The aim of the present study to examine the
effects of n-acetyl cystein (NAC), ascorbic acid (vitamine C) and sirolimus
(rapamycin) on liver fibrosis in bile duct ligated rats. 36 male Wistar-Albino rats were
used and divided six groups; Controls, bile duct ligation (BDL) and four treatment
groups; NAC, vitamine C, group, NAC + vitamine C, and rapamycin. Twenty-one
days after ligation, rats were sacrified and liver and blood samples were taken. For
light microscopy, liver tissues were stained hematoxylin and eosin, masson trichrome,
periodic acid-Schiff (PAS) and immune labelling for B catenin, Ki-67, a-SMA, and
desmin. Apoptosis was evaluated by TUNEL method. Ultrastructure of liver was
examined in all groups. It was found that liver enzymes and blood bilirubine levels
were increased in all groups except controls. In ligation group, bile duct proliferation,
inflammatory cells, increased connective tissue, locking integrity in lobular borders
and mitotic figures in hepatocytes were seen.

NAC treatment increased proliferation when compared to ligation group. In
rapamycin group, fibrosis, necrosis and proliferation, were diminished. Other
treatment groups were similar to ligation group. a-SMA immune labelled cells were
increased in fibrotic regions of bile duct ligated rats. While rapamycin decreased
intensity of a-SMA immune labelling the other treatmens did not. Desmin immun
reactivitive cells were found around necrosis areas and proliferated bile ducts. Their
staining intensity was similar between ligation and treatment groups.

There is no differenc B-catenin labelling among the groups. Ki-67 immun labelling
which show mitotic activity was increased epithelium of bile ducts and hepatocytes in
ligation group. Treatment with rapamycin and NAC+ Vit C decreased Ki-67 labelling

intensity.
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TUNEL (+) cells were seen in the liver parenchyma high density, but not in the
proliferated bile ducts. Only rapamycin treatment caused TUNEL (+) cells in the
proliferated bile ducts.

In conclusion, rapamycin treatment reduced bile duct proliferation, fibrosis and
necrosis in liver tissues of bile ducts ligated rats. Biochemical parameters were also

correlated with histologic data.

Key words: Bile duct ligation, liver fibrosis, NAC, vitamine C, rapamisin,

apoptosis



1. GIRiS

Safra kanali ligasyonu, siganlarda deneysel fibrozis tablosu olusturmak i¢in
siklikla kullanilan bir yontemdir (1,2). Tikanan safra yollarindan, safranin geriye
dogru birikmesi ile safra ve safra ile atilan toksik maddeler; basta karaciger olmak
tizere diger organlarda da hasar verici etkilere neden olur. Safra yollarindaki staz ve
basing artisi, safra kanallarinin proliferasyonuna yol acar. Uzamis safra kanali
tikanmas1 hepatositlerde kopiiksii dejenerasyonun yani sira parankimde lokal
bozukluklara yol acar (3). Kronik kolestatik bozukluklar sonucunda, fibrotik doku
portal kanallar etrafinda artis gosterir (4). Sirozun baglangi¢ sekli olan hepatik
fibrozis, kronik karaciger hastalarinda olusan ciddi karaciger zedelenmesinin bir
sonucudur ve Ozellikle Disse araliginda kollajen ve ekstra selliiler matriks (ECM)
proteinlerinin birikimi ile karakterizedir (5, 6).  Safra  kanali  tikanmalarinin
etiyolojisinde en sik karsilasilan patolojiler safra yollar1 taslari, daralmalar ve
tiimdrlerdir. Tikanma sarilikli hastalarda safra yollarinin cerrahi, endoskopik veya
perkutan yollar ile tikanikligin agilmasi ve basincin azaltilmasi hayat kurtaricidir.
Buna ragmen enfeksiyon, septik sok, hepatik parenkimal hasar veya multiple organ
yetmezligi gibi hayati oneme sahip komplikasyonlarin 6nlenmesinde ¢ofu zaman
yeterli olamamaktadir (7).

Karaciger fibrozisinin gelisimini engellemek, durdurmak ve geri ¢evirmek
icin ¢ok sayida deneysel calisma yapilmaktadir. Fibrozisin tedavisinde kabul edilmis
standart yOntem bulunmamaktadir. Cesitli ilaglar, antioksidan maddeler,
antimitojenik faktorler, bitki ekstratlar1 fibrozisi 6nlemek veya tedavi etmek icin
kullantlmigtir (8).

Bu ¢alismanin amaci; sicanlarda deneysel safra kanal ligasyonu sonucundaki
tikanikhigin  karacigerde yaptigi hasar1 ortaya c¢ikararak, karaciger fibrozisi
olusturmak ve etiyolojiye gore kesin tedavi uygulanana kadar gegen siirede hastaligin
ilerlemesini durdurmak veya geri dondiirmek amaciyla; n-asetil sistein, askorbik asid
ve rapamisinin koruyucu etkilerininin olup olmadigmi biyokimyasal, 151k
mikroskopik, elektron mikroskopik ve immiinohistokimyasal yontemler ile

incelemek ve bu konuda yapilan ¢alismalar ile karsilagtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Anatomi

Karaciger, viicudun en biiylik karin i¢i organi ve bezidir. Kollajen ve elastik
lif igeren Glisson kapsiilii ile saril1 olarak sag 7.-11. kaburgalarin arkasina yerlesen
karaciger, hipokondrium ve epigastrium bolgesinde yer alarak sol hipokondrium
bolgesine dogru uzanir (9,10,11). Normal uzunlugu 20-25 cm, yiiksekligi 14-17 cm,
onden arkaya dogru genisligi 10-14 cm’dir (12). Kizil kahve renkte olan karacigerin
gevrek ve jole kivaminda, dokununca biikiilebilen bir yapist vardir (13). Dalaktan
sonra en sik yirtilan organdir (14). Karacigerin anterior, superior, posterior
yonlerdeki konveks {iist yiiziine diyafragmatik yiiz; inferior yoniinde ise i¢ organlar
ile komsu konkav alt yiiziine visseral yiiz denir (11,13). Iki yiiz arasinda &n-asagida
margo inferior denilen derin inspiriyum da palpe edilebilen keskin bir kenar bulunur
(15). Karaciger intraperitoneal bir organ olup diafragmaya komsu olan area nuda
kismu hari¢ neredeyse tamami periton ile kaplidir (14). Diyafragma araciligr ile
akciger, plevra, fibroz perikardiyum ve kalbin ventrikiiler boliimiinden ayrilir
(10,11). Karaciger i¢inde safra kesesi ve vena cava inferiorun oldugu ¢ukurlar ile sag
ve sol loblara ayrilir. Sag lob biiyiik ve tek parga olup, sol lob lobus quadratus ile
lobus caudatus un biiytlik kismini kapsar (11,15). Sag ve sol loblar kanlanma ve safra
drenaj1 yoniinden bagimsizdir, buna gore karaciger sekiz segmente ayrilmistir; ayrica
lobus caudatus %80 olguda her iki loblada baglantilidir (14,15). Segmentasyon, sag
ve sol a. hepatica propria dextra ve sinistra, v. portea hepatis ve duktus hepaticus un
ana dallar1 goz oniine alinarak yapilir (15).

Karacigere akan kan, kalp debisinin yaklagik %25’1 kadardir. Ayrica
karaciger viicudun toplam kaninin %15’ini igerir. Kanamalarda hepatik kan akiminin
yaklagik yaris1 kapasitans damarlarin kasilmasi ile hizlica disar1 verilir (16).
Karaciger, a. hepatika propria (%20 - %30) ve v. portae hepatis (%70 - %80) olmak
tizere iki kaynaktan beslenir. Venoz drenaji hepatica veniiller ile saglanir. Santral
veniillerin birlesmesi ile olusan hepatica ventiller genelde {i¢ tane olup diafragmanin
hemen asagisinda vena cava inferior (VCI)’a agilirlar. Hepatik venler intrahepatiktir.

Karacigeri VCI’ye asan bu venler karacigerin pozisyonunda kalmasina yardimci olur



(10,14,15). Karaciger, ductus thoracicus’a gelen lenf sivisinin %25-%50’sini iiretir.
Karacigerin lenf damarlar1 yiizeyel ve derin olmak {izere iki grupta toplanir. Yiizeyel
olanlar1 Glisson kapsiiliinde, derin olanlar1 ise karaciger damarlar etrafindaki bag
dokusu igerisinde bulunur (15). Yiizeyel lenf damarlari; VCI’nin terminal kisminda
bulunan lenf nodiillerinden, nodi hepatici ve nodi coeliaci’ya agilir. Derin grup lenf
damarlar1 ise,VCI’nin terminal kisminda bulunan lenf nodiillerine ve nodi hepatici’
ye acilir (13). Karacigerin lenfatik drenaji esas olarak nodi hepatici — nodi coeliaci
— cisterna chili — ductus thoracicus seklindedir (14).

Karacigerin innervasyonu pleksus hepaticus ile saglanir. Pleksus hepaticus,
pleksus coeliacus dan koken alan en biiyiik sekonder otonom pleksustur. Sempatik
lifler vazokonstriktordiir. Diger liflerin karacigerdeki fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir (10,14,15). Hepatik arterin vazokonstriktor sinirleri, karacigerin
sempatik pleksusundan geldigi bilinmekte ise de karacigere vazodilatator liflerin
geldigine dair bir bilgi yoktur (17).

Safra kesesi (vesica biliaris); karacigerin visseral yiiziindeki fossa vesicae
biliarise yerlesmis, 7-10 cm uzunlugunda, armut sekline benzeyen ve safranin
konsantre hale getirilip depolandig1 bir organdir. Fundus, collum ve corpus olmak
tizere Ui¢ kisma ayrilir (15). Fundus, kesenin genislemis alt boliimiidiir ve karacigerin
alt kenarini asar. Corpus, karacigerin visseral yliziine temas eder. Collum ise igyana
ve asagiya donerek porta hepatis’e dogru ductus cysticus ile uzanir. Safra kesesi ve
salgl kanallarimin duyusunu sag nervus phrenicus alir. Bu sinir lifleri pleksus
coeliacus vasitasiyla organa ulasir. Buna bagli olarak kese patolojilerinde yansiyan
agr1 sag omuzda hissedilir. Parasempatik uyari, safra kesesinde kasilma, oddi
sfinkterinde gevsemeye yol acgar. Sempatik lifler ise sfinkterlerin kasilmasini saglar.
Safra kesesinin bosalma mekanizmasi sinirsel kontrolden ¢ok hormonaldir. Agiza
yiyecek alindiginda ve yag igeren besinlerin duedonuma temasi ile salgilanan
kolesistokinin; safra kesesinde biriken safranin basinc1 100 mmH,0O’yu astig1 zaman
safra kesesindeki diiz kaslarin kasilmasina neden olur, oddi sfinkteri gevser ve safra
duedonuma akar (14,17,18,19). Safra kesesi duvarindaki diiz kas lifleri kasildiklari
zaman keseyi tamamen bosaltacak giigte degildir. Musculus sphincter ductus
choledochi’nin ritmik kasilmalari sonucu olusan vakum ve kesenin konumu

sayesinde kese bosalmasi kolaylasir (18).



Hepatositler tarafindan {iretilen safra; hepatositlerin aralarinda yerlesik, duvar
yapilar1 olmayan, dar aralikli, hiicrelerarasi bosluklar olan safra kanalciklarina
(canaliculus biliferi) gecerler. Bu kanalciklar lobiillerin periferinde birleserek
intralobiiler kanalciklart (Hering kanallari) olusturur. Bunlarda birleserek
fonksiyonel olarak karacigerin sag ve sol loblarin1 drene eden sag ve sol hepatik
kanallar1 olusturur. Bu iki kanal, porta hepatis’te birleserek yaklasik 3 cm
uzunlugundaki ductus hepaticus communis’i yapar. Sistik kanal safra kesesini
bosaltir. Hepatik kanal sistik kanalla birleserek ortak safra kanalini (ductus
choledochus, ductus biliaris) olustururlar ve bu kanal duedonuma, duedanal
papilladan girer. Bu giris etrafinda oddi sfinkteri ile ¢evrili olup genellikle ortak safra
kanali duedonuma girmeden ana pankreatik kanalla birlesir. Ductus choledochus
yaklagik 8 cm uzunlugunda ve 6 mm c¢apinda olup ligamentum hepatoduodenale
igindedir. Ductus choledochus’un distal ucundaki kaslar kalinlasarak musculus (m).
sphincer ductus choledochi’yi olusturur. Bu sifinkter kasildiginda safra ampulla ve
duodenuma gegemeyecegi igin safra seviye yaparak safra kesesinde depolanir. Safra
kesesinin maksimum hacmi 30-60 ml’dir. Ductus choledochus ve pankreatik kanal
(Wirsung kanali) birleserek m. sphincer ampulla’y1 (ampulla hepatopancreatica, oddi
sfinkteri) olusturur ve duedonum’un ikinci pargasindaki papila duodeni major (Vater
tuberkiilii)’un tepesine agilir. Ampullanin distal ucu, safra kanallarinin en dar yeri
olup, safra tas1 tikaniklarinin en sik oldugu bdlgedir. Bununla beraber ductus cysticus
veya ductus hepatikus’ada yerlesebilir ve epigastrik bolgede safra koligine neden
olur. Safra keseden bosalamazsa kana karisarak tikanma sariligina neden olur (9,10,
13,14,15,17,20).

Portal venin dallarindan gelen kan siniizoidler araciligi ile hepatositlerin
arasindan gecerek lobiiliin santral venine akar. Siniizoid endoteli genis agikliklara
sahiptir ve plazma karaciger hiicreleri ile siki iliski icindedir. Siniizoidler arasinda
tek hepatosit tabakasi bulundugu i¢in karaciger hiicreleri ve plazma arasindaki
toplam alan ¢ok genistir (17). Karacigerde ¢ok sayidaki siniizoid i¢inden gecen kan
son olarak hepatik venler yolu ile karacigeri tek ederek vena kava yolu ile genel
dolasima katilirlar. Karacigerden gecen kan icindeki bakteriler ve genel dolasima
girebilecek yabanci maddeler karaciger siniizoidlerinde bulunan Kupffer hiicreleri

tarafindan uzaklastirilir (20). Karaciger boylece barsaklardan gelen ve organizmaya



zararh olabilecek ¢esitli kimyasal maddeler (ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar
icin kompleks bir filtre gorevi yapmaktadir (21).

Sican karacigeri insandakine benzer olarak sol, orta, sag ve kaudal olmak
tizere dort ana loba ayrilir. Karaciger 4,5%2,5%0,8 cm boyutlarinda olup en biiyiik lob
350 gr’lik bir hayvanda yaklasik 4,3 gr agirligindaki sol lob olup ikinci en biiyiik lob
olan 3.4 gr agirligindaki orta lobla birlikte tiim karaciger in yaklasik %70’ni
olusturur. Orta lobda ligamentum teres hepaticus’un olusturdugu derin bir yarik
bulunur. Sag lob 2,6 gr agirliginda olup birlesik inferior ve siiperior kisimlar1 vardir,
inferior kismi vena cava inferior’u sarar ve burasi diseksiyonla kolayca ayrilamaz.
Sag lob portal venin arkasinda 1,2 gr agirligindaki kaudal lobla birlesir. Kaudal lob
0zefagusu at nali seklinde saran tek bir yapt olmasina ragmen 6n ve arka segmentler
seklinde tanimlanir. Siganlarda da karacigere kan hepatik arter ve portal ven olmak
tizere iki kaynaktan gelir. Donen kan ise karacigerin i¢inden gegcen vena kava inferior
yolu ile bosalir. Vena kava inferior’un karacigerin asagisinda kalan ve alt taraf kanini
toplayan kisim infrahepatik, karacigerin yukarisinda kalip diyaframi delerek toraksa
giren kismi ise suprahepatik olarak tanimlanir. Siganlarda farelerin aksine safra
kesesi yoktur. Hepatik kanal karaciger hilusundan ¢iktiktan sonra portal veni
caprazlayip pankreas kanallar ile birlesip duedonuma baglanir. Sicanlarda hepatik
kanalin baglanmasini takiben 3-6 giin aras1 serum ve idrar bilirubinlerinde gegici bir
yiikselme olmasina karsin, bilirubinler 10-15 giin sonra normal degerlere yaklasirlar
(22).

2.2 Fizyoloji

Karaciger, yasamsal birgok islev yapar. Karaciger metabolizmanin
diizenlenmesi, plazma proteinlerin, biiylime faktorii, hormon ve vitamin {iretimi, A,
D, Bj; gibi vitaminlerin ve demirin depolanmasi; hormonlarin, ilaglarin ve toksik
maddelerin pargalanarak inaktif metabolitlere doniistiiriilmesinde gorev alir.
Karaciger ayrica protein metabolizmasinda, esansiyel olmayan aminoasit
yapimindada gorev alir (16). Bir diger gorevi de metabolizmaya katilan safranin
yapimidir. Karaciger hepatositlerinde {iretilen safranin iki 6nemli islevi vardir.
Birincisi, yaglarin sindirimi ve emilimi, digeri ise kandan bilirubin ve kolesterol gibi

cesitli Onemli yikim drlinlerinin atilmasindir (20). Safra kolesteroliin disari



atilmasinin tek yoludur. Bu sekilde karaciger hiicreleri serum kolesterol diizeyinin
diizenlenmesinde 6nemli gorev alir. Her glin duedonuma, 250 — 1500 ml arasinda
safra girer (16). Safra iretimi siirekli olurken safra sekresyonu gida alinimi ile
uyarilan barsaklardan salinan kolesistokinin hormonunun safra kesesini kasmasi ve
oddi sfinkterini gevsetmesi ile gerceklesir. Fizyolojik kosullarda yiyecek alimi
olmazken, Oddi sfinkteri kapalidir. Safra, safra kesesinde depolanir, burada suyun
emilimi ile safra yogunlastirilir. Karaciger safrasinin su orant %97 iken safra
kesesinde bu oran %89’a diiser. Safra yapimi, vagus sinirinin uyarilmasi ve safranin
su ve bikarbonat (HCOj;") igerigini artiran sekretin hormonu araciligi ile de artirilir.
Koleretikler safra salgisini arttirirlar, safra tuzlar1 en 6nemli fizyolojik koleretiktir
(17). Portal kandaki safra asitleri, karaciger hiicreleri tarafindan safra asitlerinin
alinmasin1 ve yeniden salinmasini uyarir, fakat yeni safra asidi yapimini engeller.
Her giin tiim safra asitinin yaklasik %15 - %35°1 digki ile atilir. Tek bir 6giinde tim
safra asit havuzu (1,5 — 31,5 gr) diyetteki yag miktarina bagli olarak 2-6 kez genel
dolagima verilir. Sekretin bikarbonat¢a zengin sivi liretmek i¢in safra kanallarim
uyarir (16). Siniizoidlerle birlesen hepatik arter dallarindaki ortalama basing
90mmHg dir. Siniizoidlerdeki basing, portal venoz basingtan diisiik oldugundan,
hepatik arteriyoller boyunca basing belirgin olarak azalir. Bu basing diisiisii, hepatik
arteriyel kan akimi ile portal vendz kan akimi arasinda ters bir iliski olacak sekilde
ayarlanir. Bunu saglayan ise metabolizmada sabit hizda {iretilen adenozinin portal
akimin azalmasina bagli olarak uzaklastirilamaz ve bolgesel olarak biriken adenozin
uc arteriyollerin gevsemesine neden olur. insanda portal vendz basing 10mmHg ve
hepatik venoz basing yaklasik olarak SmmHg’dir (17).

Giinde yaklasik olarak 500ml salgilanan safra enterohepatik dolagim ile
bagirsaklardan geri emilerek karaciger tarafindan tekrar salgilanir. Safra tuzlari, safra
pigmentleri ve pankreatik siviya benzeyen alkali elektrolit ¢ozeltisiden olusmustur.
Biiyilik cogunlugu su olan safranin altin rengi goriiniimiinden, hemoglobin’in yikim
tiriinleri olan bilirubin ve biliverdin sorumludur (17).

Safra kanallarimin tikanmasinda, bilirubin olusumu normaldir ancak olusan
bilirubin kandan bagirsaklara gecemez. Serbest biluribin karaciger hiicrelerine
gecerek konjuge (bagli) hale cevirilir. Konjuge bilirubin ya dolgun safra

kanalciklarinin yirtilmas: ile kana gecer ya da dogrudan lenf damarlarn ile



karacigerden ayrilir. Plazmada bulunan bilirubin ¢ogunlukla konjuge tiptedir. Safra
akiminin tam tikanmasinda safra bagirsaklara hi¢ akmadigindan, bakteriler tarafindan
irobilinojene ¢evrilemez ve idrarda gzlenmez. Diski, safra pigmenti icermedigi i¢in
beyazdir. Idrarda nemli miktarda konjuge bilirubin gozlenir (20). Barsak igeriginde
safra bulunmadig1 zaman yemeklerle alinan yagin %50’si emilemez ve bu durum

yagda eriyen A, D, E, K gibi vitaminlerin ciddi eksikligine yol agar (16,17).

2.3 Histoloji

Viicudun en biiyiik orgam1 olan karaciger yaklasik olarak 1500gr
agirhigindadir. Karacigerin fonksiyonel iinitesi birkag mm uzunlugunda 0,8-2mm
capinda ve silindirik yapida olan 50.000-100.000 adet bulunan karaciger lobiiliidiir
(20). Karaciger lobiil yapisinin ti¢ adet kavramsal degerlendirilmesi bulunur. Bunlar
yapisal parametrelere dayali karaciger lobiiliiniin klasik kavrami, digeri portal lobiil
kavrami ve sonuncusu karaciger asinusu kavramidir. Karaciger lobiilii birbirleriyle
anastomoz yapan ve siniizoid bosluklart ile ¢evrili hepatosit plaklarindan
olusmaktadir. Karaciger lobiiliiniin ortasinda; hepatik arterin ve portal venin
dallarindan gelen ve siniizoidlerde birbirine karisan kani toplayan merkezi bir ven -
veniil yer alir. Hepatik arterin ve portal venin dallari, safra kanali ile birlikte altigen
karaciger lobiiliinii ¢evreleyen portal alanda yer alan klasik portal triadi olusturur (9).
Portal lobiilde portal triad merkezi eksende yer alip hepatosit parenkimasindan
safray1 toplamaktadir. Tiim bu kavramlardan karaciger asinusu kavrami; karacigerin
yenilenme kosullarini, metabolik aktiviteyi ve siroz gelisimini anlamak ag¢isindan
daha uygundur (9). Her bir asiniis; iki santral ven arasinda yer alan oval bdlge olarak
tanimlanir (23). Kan, asiniis merkezinden hepatik venlere dogru akar. Arteriyel kanin
vendz siniizoidler boyunca akis1 ii¢ bolgeye ayrilir. Portal triad yakinindaki
damarlara en yakin olan, asinlis merkezi olarak adlandirilan perisiniisoidal alan
birinci bolge olarak tanimlanir. Birinci bolge, oksijen ve besin maddesi yoniinden en
zengin kisimdir (17). Ugiincii bolge, v. sentralise en yakin olan bolgedir, ikinci bolge
ise bu iki bolge arasinda yer alir. Toksik madde aliminda en ¢ok hasar1 birinci
bolgedeki hepatositler goriirken, hipoksi durumunda ise igclincii bolgedeki

hepatositler en ¢ok etkilenir (9).



Siniisoid duvarlarin1 ¢evreleyen endotel hiicreleri arasinda, hepatositlere
komsu Disse araligina agilan fenestra denilen genis bosluklar bulunmaktadir. Bunlar
barsaklardan gelen makromolekiillerin hepatosite girisine izin verir. Endotel
hiicreleri oksidatif hasardan ciddi sekilde etkilenmektedirler (21).

Karacigerde bes tiirde hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler hepatositler, endotel
hiicreleri, Kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanal1 epitel hiicreleridir. Tiim
hiicrelerin %80’ini hepatositler olusturur ve bu hiicrelerin hepsi oksidatif stresle
iliskili hiicrelerdir (21).

Karacigerin, endokrin ve ekzokrin gorev yapan fonksiyonel hiicresi
hepatosittir. Hepatositler, sinlizoid bosluklar ile ¢evrili, birbirleriyle anastomoz yapan
hiicre dizileri olustururlar. Isik mikroskopik olarak hepatositler; cok koseli olup
cekirdekleri yuvarlak ve merkezde yer alir. Hepatositlerin yaklagik %25 kadart ¢ift
cekirdek igerir. Cekirdek, heterokromatin ve belirgin bir veya iki tane ¢ekirdekcik
igerir. Sitoplazmasi asidofiliktir. Hepatositlerde, graniiler endoplazmik retikulum
(GER) yogun alanlar bazofilik olarak gozlenir. GER alblimin ve pithtilagma faktorleri
ile baz1 plazma proteinlerin iiretiminden sorumludur. Hepatositlerde, ¢ok iyi gelismis
diiz ER ise glikojenin pargalanmasindan, lipid ve safra tuzlarinin sentezinden,
bilirubinlerin  baglanmasindan ve kimyasal maddelerin detoksifikasyondan
sorumludur. Hepatositlerin herbiri 2000 kadar mitokondri igerir ve yliksek enerji
gerektiren metabolik faaliyetler i¢in Onemli enerji kaynagidir. Peroksizom ve
lizozomlar, hepatositlerin perifer bolgesinde yer alan vezikiil yapili yogun
cisimcikler olarak gozlenir. Lizozomlar, hiicre i¢i organallerin yikimi ve doniisiimii
icin gereklidir. Peroksizomlar, membranla sarilmig olup hidrojen peroksit acgiga
cikartan yiiksek miktarda oksidaz icermektedir. Golgi kompleksi ¢ekirdek ¢evresinde
ve safra kanalciklarimin yakininda yer alirlar, lizozomlarin olusumundan ve
proteinlerin salgilanmasinda gorevlidir (9,23,24,25).

Bir hepatositin bazolateral ve apikal bolgesi vardir. Bazolateral bolge ¢ok
sayida mikrovilliis igerip Disse araligina ve siniizoid bosluguna bakar. Bu bolge kan
kaynakli madde emilimi ve plazma proteinlerinin salgilanmasina katkida bulunur.
Disse araligindaki fazla sivi, lobiil dis kisminda yer alan Mall araligi tarafindan
toplanir. Apikal bolge ise; safranin geri kagisini onlemek icin kenarlar tikayici

baglantilarla kapatilmis olan safra kanalikiiliiniin kenarlarini saran, mikrovilliislerle



kapli bir girinti seklindedir. Safra kanalikiili bu boélgeyi tanimlar. Karaciger
sinlizoidleri, lobiil kenarindan v. sentralise dogru kan akimina sahiptir ve caplari
kapillerden genistir. Duvar1 kesintisiz olmayip baslica, endotel ve Kupffer hiicresi
icerir. Endotel hiicreleri siki bir yapiya sahip olmayip sitoplazmalarindaki delikler
sayesinde kandan madde gegisine izin verirler. Kupffer hiicreleri, kan
monositlerinden koken alan, endotel hiicreleri arasinda bulunan, sitoplazmik
uzantilart olan fagositoz yetenegine sahip hiicreleridir. Hepatositleri siniizoitteki
kandan Disse aralig1 (perisiniizoidal aralik) ayirir. Bu aralikta, yogun madde gegisi
gerceklesir, kollajen ve retikiiler lifler yer alir. Disse araliginda, A vitamini
metabolizmasi ve depolanmasinda gorev alan yildizs1 hiicreler (stellat) olarak da
adlandirilan ito hiicreleri bulunur. Patolojik durumlarda bu hiicreler kollajen iireten
miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler. Tip I kollajen disinda; laminin,
proteoglikan ve biiyiime faktorlerini de salgilar. Disse araliginda hayvan tiirlerinde
goriilen ve immiin sisteme ait oldugu bildirilen pit hiicreleri yer alir (9,23,24).

Safra kanalikiilleri, karacigerin ekzokrin salgisi1 olan safranin hiicreler arasi
iletildigi kanalciklardir. Bu kanalciklar, karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca
anastomoz yapan kompleks bir ag olusturur ve portal alanda sonlanir. Bu nedenle
safra, kan akisinin tersi yoniinde, yani klasik lobul merkezinden periferine dogru
akar. Kanalciklarin duvarlarini olusturan karaciger hiicreleri arasinda safra salgisinin
sizintisin1 Onleyen zonula adherens (siki tipte baglanti) baglant1 yapilari bulunur.
Safra, safra kanalikiillerinden lob i¢i safra kanalciklarina oradanda lobiil disindaki
Hering kanalin1 gecgerek portal alandaki safra kanallarina veya kanalciklarina bosalir.
Safra kanalciklar1 karaciger ici safra kanallarinda birlesirler. Hering kanali tek katl
yasst epitelden tek katl kiibik epitele degisen bir epitel ile doselidir. Safra kanali ise
tek katl kiibik epitel ile doselidir ve belirgin bag dokusu kilifina sahiptir. Bu kanallar
giderek genisleyip, birleserek sag ve sol hepatik kanallar1 olusturarak karacigeri terk

eder ve duedonum liimenine agilir (9,23,24).

2.4 Embriyoloji

Karaciger tomurcugu {igiincii haftanin ortasinda Onbarsagin distal ucunda

endodermal epitel ¢ikintist olarak belirir. Bu ¢ikinti; perikard boslugu ve yolk sap1
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arasinda kalan septum transversum (mezodermal plak) icine dogru ilerleyerek
cogalma gosteren hiicrelerden meydana gelir. Karaciger hiicreleri mezodermal plak
icine girerken karaciger tomurcugu ile duedonum arasindaki baglant1 daralir ve safra
kanali meydana gelir. Bu kanalin 6n yiiziinden meydana gelen kiiciik bir ¢ikintidan
ise safra kesesi ve sistik kanal meydana gelir. Cogalan endodermal hiicreler, hepatik
hiicre kordonlarim1 olusturur. Karaciger siniizoidleri ise epitelyal karaciger
kordonlarinin vitellin ve umblikal venlerle karismasi ve endotel doseli bosluklarin
etrafimm ag seklinde sarmasi ile meydana gelir. Hematopoetik hiicreler, Kupffer
hiicreleri ve bag dokusu hiicreleri septum transversum mezoderminden koken alir.
Karaciger ¢cok hizli biiyiidiiglinden septum transversuma sigamaz ve kaudale dogru
bliyiime devam eder. Bu esnada karaciger ile karin 6n duvari arasindaki septum
transversum geriler ve falsiform ligamenti olusturur. Karacigerle 6n barsak
arasindaki septum geriler ve kiiclik omentumu meydana getirir. Kii¢ciik omentum ve
falsiform ligament; 6n barsakla karin 6n duvar1 arasindaki baglantiyr saglayan
ventral mezogastrium olarak tanimlanir. Karaciger yiizeyindeki mezoderm
farklilagarak {ist kisimda kii¢iik bir alan disinda visseral peritonu olusturur. Ust
kisimdaki septum pargasi yogun mezankimal doku halindedir ve diyafragmanin
tendindz pargasini olusturur. Bu bolgeyle temas eden karaciger yiizeyi peritonla
hicbir zaman ortiilmez ve karacigerin ¢iplak yiizeyi olarak bilinir. Baslangicta
ekstrahepatik safra yollar1 epitel hiicreleri ile kapali iken dejenerasyon ve
vakualizasyon sonucunda bu kanallar acilir. Intrauterin yasamin 10. haftasinda
karaciger agirlig1 oran1 %10 iken dogumda bu oran %5’e geriler. Karacigerin parlak
kirmiz1 rengini veren hematopoesis 6. haftada baslar ve 7. ve 9. haftalar arasindaki
karaciger biiylikliiglinlin sebebidir. Karaciger hiicreleri 12. haftadan itibaren safra
tiretimine baglar ve iiretilen safra koledok kanali ile barsaklara akarak mekonyuma
yesil rengini verir. Safra kesesini, 3. ayda karaciger dokusu sarar, sonra birakir.
Bazen karaciger dokusu keseyi tamamen sarabilir bu durum karaciger cerrahisi
bakimindan onemlidir Onbarsak endodermi karacigere &zgii genleri eksprese
edebilme ve karaciger dokusuna doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak bu
ekspresyon; ¢evre ektodermi, kardiyak dist mezoderm ve notokord gibi dokulardan
salian bazi faktdrler ile bloke edilir. Inhibe edici faktorlerde gelecekteki karaciger

bolgesinde kardiyak mezodermden salgilanan fibroblast biiylime faktorii (FGF)
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tarafindan bloke edilir. Karacigerin en sik anomalileri aksesuar hepatik kanallar ve
safra kesesi duplikasyonlar1 olmasina ragmen semptom vermezler(26, 27). Diinya
genelindeki canli dogumlarda 5/100.000-32/100.000 oraninda ve Asya ile Pasifik
bolgesinde en yiikksek oranda goriilen; safra kanallarinin  rekanalizasyonu
gerceklesmemesi sonucunda ortaya cikan ekstrahepatik biliyer atrezi onemli bir
anomalidir. 8.000-12.000 canli dogumda bir goriildiigiinii bildiren yayinlar da
bulunmaktadir (28,29). Kanallar en sik %85 oraninda porta hepatit veya yukarisinda
tikanarak sariliga neden olur. Bu atrezinin %15-20 kadar1 erken evrede cerrahi olarak

diizeltilebilse de geri kalan1 karaciger nakli olmadan yasayamaz (26, 27).

2.5 Tikanma Sarihig1 ve Karaciger Fibrozisi

2.5.1 Etiyolojisi

Tikanma sariliginda direkt hiperbiliriibinemi 6n plandadir. Biliyer
obstriiksiyonlarin etiyolojisinde en sik karsilagilan patolojiler safra yollari taslari,
benign yapisikliklar ve tiimorlerdir (7). Biliyer atrezi, primer sklerozan kolanjit ve
primer biliyer siroz gibi kolestatik karaciger hastaliklari, eriskin ve ¢ocuk hastalarda
genellikle karaciger naklini gerektirir (30). Tikanma sarilig1 olan hastalarda safra
yollarinin cerrahi, endoskopik veya perkutan yollar ile acil olarak basincin
azaltilmasi hayat kurtaricidir. Tikanma sariliginin morbidite ve mortalitesi yiiksektir.
Literatiirde safra yollarinda iltihap bulunan hastalarin mortalitesinin tasidiklar1 risk

faktorlerine gore, %0 ile %28 arasinda degistigi bildirilmistir (7).

2.5.2 Serbest Radikaller ve Savunma Sistemleri

Safra kanali tikaniklig1 sonucunda artan safra asidi konsantrasyonunun lipid
peroksidasyonu uyarmasi ve inflamatuar hiicrelerin ve polimorfoniikleer lenfositlerin
fagositik aktiviteleri uyarilmasi iliskili olabilir (31). Serbest oksijen radikal (SOR)
bilesikleri bazal membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri olmak iizere
diger hiicre bilesenlerinin oksidasyonuna neden olurlar. Okside olan yapilar hiicrenin

parcalanmasina kadar giden siireci baslatabilir. Oksidan etkiye karsi antioksidan
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savunma sisteminde meydana gelen degisiklikliklerin, kolestaza bagli hepatik kan
akiminin azalmasi ve buna bagli karaciger perfiizyon bozuklugunun etkili oldugu
ileri siirtilmektedir (32).

Serbest radikaller reaktif kimyasal bir tiirdiir. Elektronlar yoriinge denen
bolgede doner. Serbest radikallerin reaktifligi ydriingelerinde bagli olmayan
paylasilmamig elektron icermelerinden kaynaklanir. Bu da en sik olarak elektron
transfer zincirinde olusan elektronlarin transferi ile veya oksidazlar tarafindan tek
elektron transferi ile olusur. Bu 6zelliklerinden dolay1 diger kimyasal bilesiklerden
ayrilir (33, 34). Serbest radikaller hiicresel bilesenlere zarar vermekte oldukca
yeteneklidirler (34). Oksijen (O,), iki elektronu serbest sekilde elektron dagilimina
sahiptir. Oksijen molekiiliiniin reaktif bir 06zelligi olmamasina ragmen diger
radikallerle reaksiyona girebilir (33). Serbest radikal olan siiperoksid (O;), tek bir
elektronun O,’e eklenmesiyle olugsmaktadir ve O, dogrudan fazla zarar vermez, asil
onemi hidrojen peroksid (H,O;) kaynagi olmasindandir. Siiperoksid, noétrofillerin
bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin
diizenlenmesi gibi yararli etkilere sahiptir. Artmig siiperoksid diizeyleri ise
stiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, ve O;’ye doniistiiriilerek azaltilir.
Boylece hiicresel siiperoksid diizeyleri siki kontrol altindadir. Hidrojen peroksid
(H,0O,) siiperoksid’in tersine membranlardan geger, sitozole yayilabilir ve uzun
Omirliidir. Aslinda radikal olmayan H,O, membranlardan gegtikten sonra
stiperoksid (O;) ile reaksiyona girerek bilinen en zararli ve reaktif radikal olan
hidroksil (OH) radikaline déniisebilir (33). Ozellikle ¢coklu doymanus yag asidleri
(CDYA), SOR’in zararh etkisinden daha kolay etkilenir ve zincirleme olarak devam
eden, lipid yapisinda bozukluk ve par¢alanmaya yol acan lipid peroksidasyonuna
neden olurlar. Membranlar CDY A’dan zengin olduklar i¢in SOR etkisine agiktir ve
membranda yap1 ve fonksiyon bozukluklar1 olusmaktadir (32,35). Lipid
peroksidasyonu serbest oksijen radikalleri tarafindan baslatilan zar yapisindaki
doymamis yag asitlerindeki metilen gruplarindaki  hidrojen atomunun
uzaklagtirilmasi sonucunda zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olaydir. Membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin
doymamis baglar serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir.

Lipid peroksidler daha sonra malondialdehid (MDA) gibi yikim iiriinlerine doniistir.
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Bu yikim iiriinleri DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve mutasyona neden
olur. Spesifik olmamasina ragmen MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili
olarak artar (33,36). Safra kanali ligasyonu sonucunda olusan karaciger
zedelenmesinde prooksidan ve antioksidan dengedeki bozukluklarin énemli bir rol
oynadigi ileri siiriilmektedir (32,37). Oksidatif streste, normalde dengede olan serbest
radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge bozulmustur ve serbest radikaller artar
(33). Hepatosit mitokondrisi ROS’un tek kaynagi degildir. Sitozolde bulunan
P450E1 (CYP2E1) mikrozomal oksidasyon sistemi de 6zellikle asir1 alkol aliminda
ve ila¢ metabolizmasindaki uyarilar ile ROS iiretebilmektedir. Hepatositin alkol, ilag,
hipoksi, viral infeksiyon, staz gibi cesitli nedenlerle strese maruz kalmasiyla
serbetlesen oksijen radikalleri, antioksidan defansin koruma kapasitesini astiginda
hiicre hasar1 ve dliimiine yol agabilmektedirler (21).

Normalde alinan O;’nin yaklagsik %5’ SOR’a doniisiir (38). Serbest
radikallerin bu zararl etkileri, baz1 maddeler tarafindan azaltilabilir veya tamamen
ortadan kaldirilabilir. Dokularda, oksidatif hasara karsi enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan mekanizmalar vardir. Antioksidan enzim sistemleri, bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz (CuZnSOD), manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) , katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. Enzimatik olmayan endojen
antioksidanlarin en Onemlilerinden biri glutatyon (GSH)’dur (39). Radikallerin
olusum hizi, bunlar etkisiz hale getiren savunma sistemlerinin hizi ile dengede
oldugu siirece, organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozuldugunda serbest
radikaller zararli etkilerini gosterir (38). Asirt SOR’in olusumu artmis nekroz ve
inflamasyondan sorumludur. SOR, basta tiimér nekroze edici faktor-alpha (TNF-a)
olmak iizere ¢esitli sitokinlerin yapimina neden olmaktadir. TNF-o hem apoptozise
hem de nekroza neden olur. SOR ayrica, transforme edici biiylime faktorii beta
(TGF-B)’y1 artiran lipid peroksidasyonuna da neden olur. TGF-f da hiicre iskelet
proteinlerine capraz baglanacak doku transglutaminazini aktifler. Bu etki muhtemel

olarak karaciger yaglanmasindaki Mallory cisimciklerin olusumunda rol oynar (40).
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2.5.3 Fizyopatoloji

Klinik ve deneysel c¢aligmalarin sonuglar1 uzamis safra kanal tikanikliklarinin
karaciger dokusunda fibrotik ve sirotik degisikliklerin nedeni oldugunu
gostermektedir (31). Akut hasar sonucunda parankimal hiicrelerdeki rejenerasyon
yeterli olurken, kronik hasarda rejenerasyon yeterli olmaz (41). Sonugta kollajen
fibriller iceren bol miktarda ekstra selliiler matriks (ECM) parankim dokunun yerini
alir (4). Safra kanali ve sistik kanal baglandiginda, safra yollart i¢i basing 30
dakikada yaklasik 320 mmH,O’ya yiikselir ve safra salgilanmasi durur. Buna karsin,
safra kanali baglanip sistik kanal acik birakildiginda, su kesede geri emilir ve safra
yollari i¢i basinci birkag saat i¢cinde sadece 100 mmH,O’ya yiikselir (17). Obstruktif
tipteki safra yolu tikanikliginda; safra akisinin azalmasina bagl olarak kanal basinci
artar ve bu siire¢ safranin karacigerde birikimi ile karakterize kolestazis ile
sonuglanir (42,43). Artmis safra basincinin hasar verici etkisiyle birlikte safra
tuzlarinin birikiminin toksik etkileri karacigerde dejenerasyona yol acar (44). Burada
bilirubin olusumu normal olmasmna karsin olusan bilirubin kandan bagirsaklara
gecemez (20). Kolanjiokarsinoma, safra kesesi karsinomu, safra tasi ve primer
sklerozan kolanjit kaynakli biliyer obstruksiyon ile sonuglanan kolestazis; bobrek
yetmezligi, karaciger yetmezligi ve multiorgan disfonksiyonu sendromu gibi
sonuglar ortaya cikarabileceginden cerrahi ve enfeksiyon agisindan yiiksek risk
faktoriidir. Bundan bagka, tikanma sariligindaki organ disfonksiyonunda;
notrofillerin  kemotaktik aktivitesi, siiperoksit tretimi, adezyon molekullerinin
ekspresyonu, sinilizoidal endotel hiicre hasar1 ve apoptozis esas rolii oynamaktadir
(45). Ekstrahepatik tikanmali hastalardan alinan biyopsi drneklerinde portal alanlarin
%82’sinde safra kanallarinin etrafinda bazal membrana komsu nétrofil infiltrasyonu
bulunmaktadir (44).

Etiyolojik faktdr ne olursa olsun karaciger fibrozisinde; hyaluronik asit,
fibronektinler, proteoglikanlar gibi matriks glukokonjugantlar: ile 6zellikle Tip I
kollajenlere bagli ortaya ¢ikan karaciger skar organizasyonu ECM bilesenlerinin
tiretiminin artmasi ile karakterizedir (6).

Safra kanali ligasyonu yapilan deneysel calismalarda portal bolgedeki bag

dokunun 6nemli derecede arttigi, safra yolarindaki basing artis1 sonucunda safra
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kanali epiteli ile hepatositlerde proliferasyonunun arttigi, inflamatuar hiicrelerin
arttig1, dejenerasyon ve nekrosis ile karakterize sirotik degisikliklerin meydana
geldigi gozlenmistir (43). Staza bagli olarak ortaya ¢ikan en erken degisiklikler,
portal bolgede 6dem ve inflamasyonu takiben perivenuler bilirubin birikimindir.
Portal alandaki 6dem, kollajen liflerin kanal ¢evresinde ortak merkezli lameller
seklinde yerlesimine neden olur (45). Tikaniklik sonucu; safra kanallarinda olusan
dilatasyon, hiicrelerdeki mitokondri yapilarimin dagilmasina ve vakuolizasyonun
artisina neden olmaktadir (46). Dokuda agiga ¢ikan sitokinler, fibrozis ve nekrozis
gibi degisik patolojik durumlarin gelisimini uyarir (47). Uzamig tikanma kolestazi,
hepatositlerde kopiiksli dejenerasyonun yani sira parankimde odaksal hasara neden
olarak safra birikintisine yol acar (3). Kronik kolestatik bozukluklar sonucunda ise
fibrotik doku portal kanallar etrafinda artis gosterir (4). Kolestaziste, hepatositler
sigkin ve yuvarlak bi¢cimde olup smirlari belirgindir ve sitoplazmalari agik olup
periniikleer ve membrandz ag benzeri yapilar icerebilirler (44).

Karaciger fibrozisinin olugsmasinda normal karacigerde sakin olan hepatik
stellate hiicrelerinin (HSC, ito, yildizs1 hiicre) aktivasyonu birincil olarak sorumlu
tutulmaktadir (9). Fibrotik karaciger dokusunda agiga c¢ikan trombosit kokenli
bliytime faktorii (PDGF) , HSC i¢in en giiglii mitojendir (6,48). Kupffer hiicreleri
tarafindan tretilen serbest radikaller, lipid peroksidasyonu harekete gecirir ve hiicre
membran yapisinda geri doniisiimsiiz degisiklikler yaparak doku hasarina neden olur.
Serbest radikaller, doku hasarmin bir gostergesi olmakla birlikte, stellat hiicrelerin
uyarimi ile de kollajen sentezini arttirarak patolojik siirece aracilik ederler (5).

Lipid peroksidasyon ve noétrofillerden tiretilen SOR {iriinleri stellat hiicrelerini
uyararak kollajen sentezini arttirabilmektedir (49). Karaciger hasarin1 baglatan TNF-
a hem diger sitokinlerin iiretimini tetikler hem de interlokin 1 ile birlikte HSC
proliferasyonunu uyararak HSC’den Tip I kollejen iiretimine neden olur (6,9).
Fibrozisin siddetlenmesinde TNF-o’nin karaciger ve plazma degerlerinin birlikte
artis1 gdzlenmistir. Bir baska profibrotik sitokin olan Interldkin-1 beta (IL-1p)
miktar1 da karacigerde artmistir. Sonug olarak karaciger sirozu siirecindeki fibroziste
ag1ga ¢ikan TNF-o, IL-1B ve IFN- y gibi sitokinler kollajen sentezi i¢in HSC’lerin
aktivasyonunu uyarir ve hizlandirir (47). Transforme edici biiyiime faktorii beta

(TGF-B1) ve PDGF sitokinlerini salgilayan Kupffer hiicreleri ile mononiikleer
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hiicreler gibi inflamatuar hiicreler ve endotel hiicreleride fibrozis olusumuna katilirlar
(5,50,51). TGF-B;, HSC’nin miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiimiinii destekler,
ECM protein sentezini stimiile eder, yikimini inhibe eder (3,6,47,52). Tip 4 kollajen,
fibrinojen, urokinaz tip plazminojen aktivatorleri TGF-B1 gibi latent sitokinleri
aktive ederek bolgesel HSC’leri uyarir (53). Aktive HSC’ler; a-SMA ve prokollagen
I ile bilinen kollajenlerin ve fibroziste biriken matriks proteinlerinin ana kaynagidir
(54). Bunun yanisira hepatosit tarafindan salgilanan metalloproteinaz I ve III
diizeylerindeki azalmayla kollajen liflerin yikimini azaltmaktadir (55). Makrofajlarda
bulunan peroksizom proliferatdr aktivator reseptor gamma (PPAR-y); HSC’lerden
kollajen ve oa-SMA sentezinin aktivasyonunu engeller. Antidiyabetik olan
Tiazolidion’un toksik ve kolestatik modellerde PPAR-y uyarisi ile karaciger
fibrozisini diizelttigi gosterilmistir (56,57).

Kupffer hiicrelerinde bulunan sagkalim faktorii de denilen NF-xb
(transkripsiyon niikleer faktor kappa B) sisteminin protein kinaz C ile uyarmasi
sonucu ortaya ¢ikan sitokinler ile uyarilan hepatositler, gesitli zararl etkenlere karsi
immiin sistemi ve antiinflamatuvar cevab1 harekete gegirirler. TNF-a  gibi
sitokinlerin asir1 ve siirekli salgilanmasi, paradoks olarak hepatositlerdeki hasar
nedeni olabilir. Hepatositte (mitokondri veya CYP2E1’de) olusan SOR, Kupffer
hiicresini uyararak TNF-a ve diger inflamatuvar sitokinlerin salinimina ve fagositik
aktivitelerinin artmasina yol agmaktadir. TNF-a ile mitokondrial ATP tiiketilerek,
caspase sistemi aktive olmakta ve hepatosit apoptoza ugramaktadir. Ancak SOR
diizeyi yiikseldiginde caspase sistemi devredis1 kalir ve nekroz tarzinda, daha zararlh
geri doniislimsiiz hiicre 6limii meydana gelir. Oksidatif strese yanit olarak Kupffer
hiicresi fazla miktarda nitrik oksit (NO) tiretir (21,45,58). SOR bilesiklerinden biri
olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesi ile arjininden tiretilir (35). NO serbest
oksijen radikallerini baglayarak oksidatif stresin zararini sinirlanmasia katkida
bulunurken, bu baglanma esnasinda olusan daha giiclii radikal olan peroksinitratin
lipid peroksidasyona yol agabilecegi vurgulanmaktadir. Kupffer hiicreleri bunun
yaninda antijen sunan hiicre olarak da gorev yapar ve hiicresel immuniteyi aktive
eder (21). Yapilan calismalarda NO’nun glikojen sentezini inhibe edebildigi
gosterilmistir (46,59).
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2.6 TEDAVI, ANTIOKSIDANLAR, ANTiFiBROTIKLER

Fibrozisin tedavisinde, primer hasarin ortadan kaldirilmasi en iyi antifibrotik
tedavidir. Primer hastali§in ortadan kaldirilamadigi durumlarda fibroziste belirleyici
olan HSC aktivasyon basamaklarindan herhangi birinin durdurulmasi hedeflenebilir
(52). Fizyopatolojik olarak fibrozis olusumunda katkis1 olan diger basamaklar inhibe

edilerek, patolojik siire¢ durdurulabilir, hatta geri dondiiriilebilir.

2.6.1 N-Asetil Sistein

Thiol bilesigi ve glutatyonun prekiirsorii olan NAC, intraselliiler karacigerde
glutatyon S-transferaz aktivitesini arttirarak ve dogrudan hareket etkileriyle serbest
oksijen radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik asidi esas indirgeyicisi
olarak temizleyerek hepatositlerin reaktif oksijen molekiilleri iiretimini baskilar ve
karacigeri oksidatif strese karsi korur. Bu aktiviteler ajanin; antioksidan,
antienflamatuvar, antikarsinojenik ve antimutajenik etkilerinin  temelidir.
Antioksidan etkisinin glutatyon sentezini stimiile etme 6zelliginden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Bu da hepatositlerin reaktif oksijen molekiilleri iiretimini
baskilayarak, karacigeri oksidatif strese karsi koruyarak degisik seviyelerdeki
oksidatif stresi toksik bir etki yapmadan azaltir (39,60-65). Nitrik Oksit’i stabilize
ederek serbest radikaller tarafindan olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etki de
gosterir (66,67). NAC’in faydali etkilerinin diger sebepleri de, sitokin iiretimini
diizenlemesi ve karaciger kan akimini arttirmast olabilir (68). NAC’in
antiinflamatuvar ~ 6zelliklerinin; sitokinlerin salinimini  baskilayarak, adezyon
molekiillerinin serbestlenmesini ve niikleer faktor kappa B’yi inhibe etmesinden
kaynaklandigr  diisiintilmektedir (69). NAC; parasatemol, mantar, CCL4
karbonmonoksit ve kloroform zehirlenmelerinde antidot olarak da kullanilir
(8,68,70,71,72). N-asetil sistein tedavi edici olarak; endotel disfonksiyonunun,
inflamasyonun, fibrozisin, kikirdak erezyonunun azaltilmasi, transplantasyon

siirelerinin uzaltilmasi amaciyla da kullanildig: bildirilmistir (73).
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2.6.2 Askorbik Asid

Bir bagka antioksidan madde ise askorbik asid (C vitamini) olup, hidrofilik
ve ekstraselliiler sividaki en 6nemli oksijen radikali toplayicisidir. Radikalleri sivi
fazinda yakalar ve biomembranlar1 peroksidatif hasardan korur. Hiicre iginde
antioksidan etki gosterir (74,75). Vitaminler i¢cinde en labil olan vitamindir, asidik
ortam dayanikliligini arttirir. Hidrojen peroksid (H,0O,), siiperoksit anyonu (O,."),
hidroksil radikali (.OH), alkoksil radikalleri (RO.), Singlet oksijen (O,), peroksil
radikallerini gii¢lii bir sekilde baglayarak inaktive eder. Indirgeyici bir ozellik
gosterir. Plazma lipidleri ile yapilan incelemeler, peroksil radikali olugmasini
indiikleyen maddelerin yapildigi lipid peroksidasyonu inhibe eden en énemli plazma
kompenentinin askorbik asit oldugunu gdstermistir. Bu sekilde zar yapilarini ve
DNA’y1 peroksidatif hasardan koruyabilir. C vitamini ayrica kollajen sentezinde,
prolin ve lizinin hidroksiprolin ve hidroksilizine doniisiimiinde rol alir. Yara

nedbelesmesini hizlandirir (76).

2.6.3 Rapamisin

Kimyasal formiilii Cs5;H79NO;3 olan Rapamisin (Sirolimus) 1999 yilinda
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayr almis olup giiniimiizde kullaninm
giderek yayginlagmaktadir. Kemoterapik ajan olarak, organ transplant reddine kars,
kardiolojide uygulanan stentlerin acgik tutulmasinda, kornea yaniklar1 tedavisinde
tedavi amaciyla kullanilmis, pek cogunda da olumlu sonuglar alinmistir. Diisiik
dozlarda (0,25mg/kg/giin) yalnizca immunsupresif etki gosterirken, daha yiiksek
dozlarda (0,5mg/kg/glin) bu etkilere antifibroblastik, antiproliferatif ve
neovaskiilarizasyonu Onleyici etkileri tespit edilmistir. Son yillarda saptanan
kompleksin diger bir hedefi de TGF-B reseptorii olup, burada inhibisyon etkisi
gosterdigi diistiniilmektedir (40,77). Streptomyces hygroscopicus tarafindan tiretilen
makrosiklik bir antibiyotik olan rapamisin klinik pratikte ilk olarak immiinsiipresif
olarak kullanilmistir. Rapamisin safra kanal ligasyon’lu sicanlarda karaciger
fibrozisini inhibe eder ve portal hipertansiyonu iyilestirir, buna paralel olarak TGF-f,

bag doku biiylime faktorii (CTGF) ve PDGF diizeylerini diistirtirerek etki gosterdigi
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diisiiniilmektedir (78). Mammalian Target of Rapamisin (mTOR), protein kinaz yolu
ile hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini diizenleyen bir komplekstir. Rapamisin mTOR
inhibitoriidiir. Bu etkisini, immunofilin FK baglayic1 protein 12 (FKBP-12)’e
baglanarak olusturdugu kompleksin mTOR ile baglanmasi ile gosterir (79, 80). Bir
serin-treonin kinaz inhibitoérii olan rapamisin, hiicre siklusunun G1 fazinda
duraklamaya ve apoptoza yol acar. Rapamisin, programli hiicre oliimiinii ve T
hiicrelerde apoptozu tetikleyerek immiin sistemi bloke eder (81).

NAC, C vitamini ve rapamisinin karaciger fibrozisi lizerindeki etkileri ile
ilgili deneysel calismalarin sayist smirlidir. Bu nedenle bu tez calismasinda
sicanlarda deneysel olarak safra kanal ligasyonu yapilarak karaciger fibrozisi
olusturmak ve NAC, C vitamini ve rapamisinin antiinflamatuar, antioksidan ve
antifibrotik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Calisma sonucunda elde
edilebilecek olumlu sonuglar, safra kanalinda akut bir tikanma sonrasinda kesin
tedavi baslanana kadar gegecek silirede olusacak karaciger hasarini azaltmak veya

Oonlemek icin kullanilabilir.
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3.MATERYAL VE METOD

Bu deneysel calisma deney hayvanlari etik kurulunun 2007/300-7 sayili onayi
alarak gerceklestirilmistir. Calismamizda, Diizce Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden temin edilen toplam 36 adet Wistar-Albino cinsi (220-320gr)
eriskin erkek sican kullanildi. Tiim denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamda normal oda sicakliginda (22°C) tutuldular. Tiim denekler standart palet sigan
yemi (210kcal/100gr/giin) ile ad libitum beslendiler, musluk suyu igtiler. Diizenli
olarak kafes bakimlar1 yapildi. Deneyde toplam 6 grup olusturuldu.
Grup 1 (Sham-kontrol) (n=6): Karin boslugu agilarak koledok kanali
serbestlendikten sonra sadece elle mantiple edilerek batin kapatildi.
Grup 2 (Ligasyon) (n=6): Karin boslugu acilarak koledok kanali serbestlendikten
sonra, koledok kanali duedonuma yakin bdlgede st ve alt kisimdan baglanarak
kesildi.
Grup 3 (Ligasyon ve ascorbik asid ) (n=6): Ligasyon islemi yapilan deneklere
100mg/kg/giin dozunda C vitamini (Redoxon®; 500mg/5ml Roche, Isvigre) deney
stiresince intraperitoneal (ip) verildi.
Grup 4 (Ligasyon ve N-asetil sistein) (n=6): Ligasyon islemi yapilan deneklere
200mg/kg/glin dozunda NAC (Asist®; Hiisnii Arsan ilag, /10, 300mg/3ml, Tiirkiye)
deney stiresince ip olarak verildi.
Grup 5 (Ligasyon ile ascorbik asid ve N-asetil sistein) (n=6):Ligasyon islemi
yapilan deneklere 100mg/kg/giin dozunda C vitamini ve NAC (200mg/kg/giin) deney
stiresince ip olarak verildi.
Grup 6 (Ligasyon ve sirolimus) (n=6): Ligasyon islemi yapilan deneklere 0,5
mg/kg/giin dozunda sirolimus (Rapamune®, 1 mg, Wyeth, Amerika Birlesik
Devletleri, ABD) deney siiresince oral olarak verildi.

Deney siiresi baginda ve sonunda tiim deneklerin viicut agirliklar: tartildi.

Ayrica deney siiresi sonunda karaciger agirliklar: tartildi.
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Safra kanal ligasyon islemi

Siganlara operasyon dncesi ketamin (Ketalar®, 10ml, 50mg/ml, Pfizer, ABD)
(25mg/kg, im) 50mg/kg/ip, xylazine (Rompun® 50ml, 23.32 mg/ml, Bayer,
Almanya) 4mg/kg/ip ile genel anestezi uygulandi. Karin bolgesi tiraglandi ve
povidon-iyot (Isosol®, %10 povidon-iyot, 1 litre, Merkez Laboratuari, Tiirkiye) ile
bolge asepsisi saglandiktan sonra orta hat kesisi yapilarak karin agildi. Safra
ligasyonu islemi Criado (82) ve arkadaslarinin uyguladigi teknige uygun olarak
karaciger loblari ile duedonum arasinda yerlesik koledok kanali agiga ¢ikarildi ¢cevre
dokulardan temizlenerek tikanma olusturmak amaci ile iki yerden 4,0 ipek iplikle
baglandi. Birinci diiglim hepatik kanal kavsaginin hemen altindan, ikinci diigiim ise
pankreatik kanalin giris yerinin hemen {stiiden yapildi. Sonra bu iki baglanti
arasindan kesi yapilarak islem gerceklestirildi. Cilt ve cilt alt1 birbirinden bagimsiz
olarak devaml: siitiirle kapatildi, yara yerleri enfeksiyon riskine karsi giinliik olarak
kontrol edilip pansumanlar1 yapildi. Cerrahi islem sonrasi deneklere enfeksiyona
kars1 oral olarak 7 gilin antibiyotik Sultibac® (Sultamisilin 375mg, Biofarma,
Tiirkiye) verildi. Cerrahi girisim yeri 6-7. glinlerde sorunsuz olarak kapanda.

Uciincii  haftanin  sonunda deneklere ketamin 50mg/kg/i.p ile anestezi
saglanarak karmn orta hattan tekrar acildi ve VCI’den alinan kan tiipe konularak
sicanlar sakrifiye edildi. Siganlarin karacigerleri tiimiiyle ¢ikarilarak tartildi. Doku
ornekleri, 151k mikroskop ve immiinohistokimyasal inceleme icin %10’luk
formaldehid ve alkol-formole, elektron mikroskopik inceleme igin %2,5’lik
glutaraldehid soliisyonlarina konularak tespit edildi.

Biyokimyasal inceleme

Deney sonunda VCI’den alinan kan 6rnekleri 4000 devir/dakika’da 15 dakika
santrafiije edilerek serum elde edildi ve inceleme zamanina kadar -70°C derin
dondurucuda saklandi.. Alanin Amino Transferaz (ALT), Aspartat Amino Transferaz
(AST), Gama Glutamil Transpeptidaz (GGT), Alkalen fosfataz (ALP), bilirubin,
glukoz, alblimin ve total protein diizeyleri orjinal kit kullanilarak (Abbott-C8000
Chicago, ABD) otoanalizorde c¢alisilarak elde edilen veriler istatistiksel olarak

calisildi.
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Istk Mikroskopik Inceleme

Parafin blok hazirlama teknigi
1. Alinan doku ornekleri diizgiin sekilde trimlenerek %10’luk formaldehit ve alkol-
formaldehit soliisyonlarinda, soliisyonlar degistirilerek 48 saat siire ile tespit edildi.

2. %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekleri akan musluk altinda 3-4 saat
stire ile yikandi. Alkol- formaldehit tespiti yapilan dokulara yikama islemi yapilmadi.
3. % 70’lik alkolde iki saat bekletildi.

4. % 80’lik alkolde iki saat bekletildi.

5. % 96’lik alkolde bir saat bekletildi. Bu asamadan itibaren alkol- formaldehit tespiti
yapilan doku 6rnekleri takibe alindi.

6. % 96’11k alkolde bir saat bekletildi.

7. % 100°liik alkolde bir saat bekletildi.

8. % 100’liik alkolde bir saat bekletildi.

9. Ksilol I’de bir saat bekletildi.

10. Ksilol II’de bir saat bekletildi.

11. Esit miktarlarda hazirlanmis Ksilol - parafin karistminda 64°C’de etiivde 30
dakika bekletildi.

12. Parafin I’de 64°C de etiivde ii¢ saat bekletildi.

13. Parafin II’de 64°C de etiivde ii¢ saat bekletildi.

14. Takip edilen dokular kaucuk bloklama kaplarina gomiilerek etiketlendi ve
sertlesmesi i¢in buzdolabina konularak parafin bloklar hazirlanmis oldu.

Buzlukta yeterince sertlesen parafin bloklardan Leica® RM 2125 RT
mikrotom cihazi ve Leica® marka mikrotom bigaklar1 kullanilarak 4-5 pm
kalinligindaki parafin kesitler alindi. Bu kesitlere genel doku ve fibrozisi
degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin, bag dokusu bilesenlerini gostermek igin
Masson’un trikrom boyasi, ve alkol-formolde tespit edilip takibi yapilan bloklardan
alman kesitlerde ise hepatositlerdeki glikojen degerlendirmesi i¢in, Periodik asid
schiff (PAS) boyas1 uygulandi.

Hematoksilen-Eozin Boyama

4-5 um kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C de etiivde bekletildi.
1. Ksilol I’de 2 dakika bekletildi.
2. Kisilol IT’de 2 dakika bekletildi.



. Iki kere %100°liik alkolde 1’er dakika bekletildi
. Iki kere %96°lik alkolde 1’er dakika bekletildi.

4
5
6. Akan suda yikandi.
7. Hematoksilen de 3 dakika bekletildi.
8. Akan suda yikandi.
9. Asit alkole iki kez daldirildi.
10. Akan suda yikandi.
11. Amonyakli suda 10-15 saniye bekletildi.
12. Akan suda yikandi.
13. %8011k alkolde 1 dakika bekletildi.
14. Eozin’de 1 dakika bekletildi.
15. Iki kere %96’k alkolde 2’ser dakika bekletildi.
16. Iki kere %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.
17. Ksilolde 10 dakika bekletildi ve lamel ile kapatildi.
Masson trikrom boyama
1. 4-5 pm kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C’de etlivde bekletildi.
2. Iki kere 15’er dakika xylende bekletildi.
3. 10 dakika %100’liik alkolde bekletildi.
4. 10 dakika %96°1lik alkolde bekletildi.
5. Distile su’da 3 dakika bekletildi.
6. Kesitler Bouin’in fiksatifinde bir saat 56°C’de etiivde bekletildi.

Bouin Fiksatifinin Hazirlanisi

Pikrik asit 75 ml
% 37°1lik formaldehit 25 ml
Glasial asetik asit 5 ml

7. Kesitler 10 dakika sogumaya birakildi.

8. Kesitler temizlenene kadar akan suda yikandiktan sonra distile suya kondu.

9. Kesitler Weigert’in demirli hematoksilen soliisyonunda 10 dakika boyandi.

Weigert’in asit demirli hematoksilen soliisyonunun hazirlanisi:
Stok A soliisyonu 1 gr hematoksilen

100 ml % 96°lik etil alkol
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Stok B soliisyonu 4 ml %29’luk Ferric chlorid
95 ml distile su
1 ml konsantre HCl
Stok A ve B esit miktarlarda karistirilarak soliisyon hazirlanir.
10. Kesitler temizlenene kadar akan suda yikandiktan sonra distile suya konuldu.
11. Biebrich- Scarlet Asit Fuksin soliisyonunda 20 dakika bekletildi.
Biebrich- Scarlet Asit Fuksin soliisyonunun hazirlanisi
Once %]1°lik Biebrich- Scarlet soliisyonu hazirlanir.
1 gr Biebrich- Scarlet
100 ml distile su
Sonra %]1°lik asid fuksin soliisyonu hazirlanir.
1 gr asid fuksin
100 ml distile su

Bu soliisyonlar agsagidaki gibi karistirilarak istenen boya hazirlanmis olur.

%1°lik Biebrich- Scarlet soliisyonu 90 ml
%1’lik asid fuksin soliisyonu 10 ml
Glasial asetik asit 1 ml

12. Distile su ile yikandi.
13. Fosfomolibdik-fosfotungistik asit karigtm1 damlatilarak 15 dak. bekletildi.

Fosfomolibdik-fosfotungistik asit karigimi hazirlanisi.

Fosfomolibdik asit Ser
Fosfotungistik asit Ser
Distile su 200ml

14. Analin mavisi damlatilarak 7 dakika bekletildi.

Analin mavisi hazirlanisi:

Analin mavisi 2.5gr
Distile su 100ml
Glasial asetik asit 2 ml

15. Distile su ile yikandi.
16. %1 ’lik asetik asit damlatilarak 2-3 dakika beklendi.
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%1°lik asetik asit hazirlanisi:
Glasial asetik asit I ml
Distile su 99ml
17. %95°1ik alkol’de iki dakika bekletildi.
18. %100’lik alkol’de iki dakika bekletildi.
19. Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.
20. Ksilol IT’de dakika bekletildi.
21. Lamel ile kapatildi.
Periyodik Asid Schiff ( PAS) boyama
1. 4-5 pm kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C de etiivde bekletildi.
2. Ksilol I’de 15 dakika bekletildi.
3. Ksilol II’de 15 dakika bekletildi.
4. 2 dakika %100’liik alkolde bekletildi.
5. 2 dakika %96°1ik alkolde bekletildi.
6. 2 dakika %70’lik alkolde bekletildi.
7. Distile su ile yikandi.
8. %0,5 lik periyodik asid soliisyonunda 7 dakika bekletildi.
%0,5 lik periyodik asid soliisyonu
Periyodik asid 0,5 ml
Distile su 100 ml.
9. Distile su ile yikandi.
10. Coleman’in Schiff soliisyonunda 20 dakika bekletildi.
Coleman’in Schiff soliisyonu
Bir gr bazik fuksin, 60°C’de 200 ml distile su ile karigtirildi ve kaynama
noktasina kadar 1sitilip sogutuldu. Sonra 2 gr potasyum metabisiilfit ve 1 Normalite
hidroklorik asit (IN HCI) ilave edilerek 24 saat bekletildi ve 0,5 gr aktif karbon ilave
edilerek ¢alkalandi ve filtre edilerek buzdolabinda 4°C’de saklandi.

1 N HCI
Hidroklorik asit % 37’1lik(HCl ) 83.5ml
Distile su 916.5 ml

9. 15 dakika akan suda yikandi.
10. Mayer’ in hematoksileni damlatildi ve 1 dakika bekletildi.
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11. 15 dakika akan suda yikandi.

12. %95°1ik alkolde iki dakika bekletildi.
13. %100’liik alkolde iki dakika bekletildi.
14. Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.

15. Ksilol II’de10 dakika bekletildi.

16. Lamel ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal inceleme

Istk mikroskopisi i¢in hazirlanan parafin bloklardan 5-6pum kalinhigindaki
kesitler polizinli lamlara almarak karaciger doku Orneklerindeki apoptozisi
gostermek i¢cin TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick
end labeling) tekniginden yararlamlarak APOTAG™ kiti (Takara, Japonya) kullamldi.
Karaciger yildizs1 hiicrelerini tanimlamak i¢in desmin Ab-1(Lab Vision, ABD) ve
Mouse anti-Actin (Smoot muscle) (a-SMA) (Zymed Laboratories, Lab Vision, ABD)
primer antikorlar1 kullanildi. Hiicrelerdeki proliferasyonu belirlemek i¢in Ki-67 ( Lab
Vision, ABD) primer antikoru ve kanser hiicresine donligme olasilig1 fazla olan
hiicrelerin proliferasyonunu gosteren B-katenin( Lab Vision, Neo Markers, ABD)
primer antikorlar1 kullanilmistir.

Ki-67 Immiinboyamasi

Tiimorlerin prognozunu gostermede kullanilan proliferasyon belirleyicisi olan
Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilir. Bu antikor, 6zellikle siklusun G1, S, G2 ve
M fazlarindaki hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan bir antijen olan Ki-67 epitopuna
kars1 gelisir (83,84). Ki-67 (+) boyanan hiicrelerin sayimi1 x40 biiyiitme ile her denek
karacigerinden 10 adet alan sayilarak yapilmistir.

f-katenin Immiinboyamast

B-katenin; src ve wnt-1 protoonkogenleri tarafindan aracilik edilen sinyal
iletim yolaklarinin ortak hedefidir. Wnt/B-katenin yolagi; karaciger fizyoloji ve
patolojilerinde degisik temel hiicresel olaylarin diizenlenmesinde, embriyojojik
karaciger gelisiminde, morfogeneziste, organagenezis ile karaciger yenilenmesinde
ve bazi karaciger kanserlerinde rol alir. Erken postnatal karaciger gelisiminde [3-

katenin aktivasyonu rapor edilmistir (85). Normal yetigskin karacigerinde
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immiinreaktivitesi homojen ve boyanma siddeti safra kanal hiicreleri ve
hepatositlerin membranlarinda lokalizedir.

Immiinohistokimyasal boyama

Polizinli lamlar {izerine 3-4 pm kalinliginda alinan dokular 1 gece boyunca
37°C de ve 1 saat 54°C’de etiivde bekletildi.
1. Ug defa beser dakika xylende bekletildi.
2. Pappen ile etiivden ¢ikinca ¢izildi.
3. On dakika %100’liik alkolde bekletildi.
4. On dakika %96°lik alkolde bekletildi.
5. Ug dakika distile suya alind.
6. Fosfat tampon soliisyonu (PBS)’te yikandi.
10. Istenmeyen zemin boyamalarini engellemek amaciyla Peroxide Block
damlatilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
11. Bes dakika PBS te yikandi.
12. Nonspesifik boyamalar1 engellemek amaciyla Super Block (UV block)
damlatilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
13. Yikama islemi yapildiktan sonra primer antikorun epitopuna baglanmasi
amactyla, primer antikorlar dokunun tamamim1 Ortecek sekilde damlatildi.
Inkiibasyon siiresi 0-SMA igin 45 dakika desmin i¢in 30 dakika olarak uygulandh.
14. Bes dakika PBS te yikandi.
15. Primer antikordan sonra olusan baglanmay1 reaksiyonu devam ettirmek, HRP
asamasindan dnce uygun baglanma ortamini hazirlama amaciyla, Sekonder antikor
olarak Biotinylated Goat Antipolyvalent Antibody dokular tizerine damlatilarak 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
16. Bes dakika PBS te yikandi.
17. Epitop baglanmalarinin tamamlanmasi, kromojen i¢in uygun ortam olusturmasi
amaciyla 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
diaminobenzidin (DAB) kromojen dokularinin iizerine damlatilarak 15 dakika

inkiibe edildi.
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Ug dakika distile suya kondu.
Mayer hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapildi.
Iki dakika distile su ile yikandh.
15-20 saniye amonyakli su da tutuldu.
Bes dakika ¢esme suyu ile yikandi.
Su kurulandi.
%95 alkolde 15 dakika bekletildi.
Etiivde 15-20 dakika bekletildi.
Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.
Ksilol II’de 10 dakika bekletildi.
Lamel ile kapatildi.
TUNEL
Polilizinli lamlar {izerine 3-4 mikron kalinliginda alinan dokular bir gece

yunca 37°C de sonra 1 saat 54°C’de etiivde bekletildi.

. Ug defa beser dakika ksilolde bekletilir kuruduktan sonra pappen ile ¢izildi.
. 10 dakika %100 alkolde bekletildi.

. 10 dakika %96 alkolde bekletildi.

. Ug dakika distile suya kondu.

. PBS’ te yikandi.

. 10-20 Mg/ml Proteinase K’de 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.

. PBS ile yikandu.

. Peroxide Plock (H,0,)da 10 dakika Oda sicakliginda bekletildi. (Amag

istenmeyen zemin boyamalarini engellemek)

10
11

. PBS ile yikandu.
. Her lam i¢in 5 pl terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) ve 45 ul labeling

safe buffer boyama reaksiyon karigimin1 buz iizerinde hazirlanarak damlatildi ve

60
12
13

-90 dakika bekletildi.
. Ug defa beser dakika PBS ile yikandu.
. 70 ul Anti Fluoresan izotiyosiyanat (Anti FITC) HRP konjugatta 37°C de30

dakika bekletildi.

14

. Ug defa beser dakika PBS ile yikand.
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15. Antikor- epitop baglanmasi renklendirilerek goriiniir hale getirmek amaciyla
DAB kromojen dokularinin lizerine damlatilarak 20 dakika inkiibe edildi

16. Distile suyla yikandi.

17. %3’liik Metil green ile 5-10 dakika boyandi.

18. Distile suyla yikandi.

19. iki defa absolut asetona daldirildi.

20. Ksilenlerde 5,10 ve 15’er dakika bekletildi.

21. Lamel ile kapatild1

Elektron Mikroskopik blok hazirlanmast
1. Karaciger doku 6rnegi 1mm?® bityiikliigiinde parcalara ayrildu.

2. %?2.5 fosfat tamponlu pH = 7,2-7,4 lik gluteraldihit icinde 24-48 saat tespit edildi.
3. Tespit sonras1 doku drnekleri A+B soliisyonu ile 3 kez yikandu.

Sodyum Fosfat Tamponu’nun hazirlanmasi

A-Soliisyonu

Sodyum fosfat monobazik (NaH,POy) 6,95 gr

Distile su 250 ml

B- Soliisyonu

Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO412H,0) 35,85 gr

Distile su 500ml.

A soliisyonundan 5 ml, B soliisyonundan 20 ml alinir. Elde edilen bu
soliisyonun 2 ml’si atilarak yerine 2 ml gluteraldehit koyulur. Bu yeni karigimim pH
degeri 7,2 ile 7,4 arasinda ise tespit i¢in uygundur.

4. Ikinci kez tespit etmek, ayn1 zamanda boyamak i¢in A+B soliisyonundan bir birim
ve %1’°lik osmiyum tetroksit’ten bir birim alinarak hazirlanan solusyon i¢inde 151k
almayacak sekilde buzdolabinda 1 saat bekletildi.

Osmiyum tetroksit hazirlanisi

100 mg osmiyum tetroksit (OsO4) i¢eren ampul kirilarak 5Sml distile su i¢inde
¢oziilir. Karisim bir gece onceden, koyu renkli cam sise igerisinde hava ve 1s1k
almayacak sekilde hazirlanir ve buzdolabinda saklanir. Cok toksik bir kimyasal
Ozellik tasidigi i¢in uygun sartlarda muhafaza edilip imha edilmesi gerekmektedir.

5. Doku ornekleri A+B soliisyonu ile 2 kez yikandi.

6. Etil alkol serilerinde tutuldu.



30

%50’lik etil alkolde 15 dakika.

%60’ lik etil alkolde 15 dakika.

%70’ lik etil alkolde 15 dakika.

%80’lik etil alkolde 15 dakika.

%090’ lik etil alkolde 15 dakika.

%96’ ik etil alkolde iki kere 15’er dakika.

%100’liik etil alkolde iki kere 30’ar dakika bekletildi.

7. Dokular propilen oksit i¢inde bir saat bekletildi.

8. Esit oranlarda hazirlanan propilen oksit ve araldit karigiminda bir gece oda 1sisinda
bekletildi.

9. Ertesi giin taze olarak hazirlanmis araldit karistminda dokular iki saat rotatorda
dondiiriilerek bekletildi.

10. Jelatin kapsiillere gomiilerek bloklama yapildi ve polimerizasyonun
gerceklesmesi i¢in 48 saat etiivde bekletildi etiiv kapagi etiiv sogumadan agilmadi.

Gomme materyalinin hazirlamsi

Araldit CY212 (Araldit M), Epoksi Resin Sml
2-Dodecenyl succinic anhidrit (DDSA), sertlestirici Sml
Benzil dimetil amin ( BDMA), hizlandirici 0.2ml
Dibutyl fitalat, plastiklestirici 0.2ml

Hazirlanan araldit bloklardan 1pm kalinliginda yari ince kesitler ultratomda
almarak Toluidin mavisi ile boyandi. Isik mikroskopta inceleme yapilarak uygun
alanlar segilerek 300-700 A° kalinhginda ince kesitler gritler iizerine alindi. ince
kesitler kursun sitrat-uranil asetat ile boyandi. Kesitler 9 Eyliil Universitesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali, Elektron mikroskop {initesinde Zeiss Libra 120

transmisyon elektron mikroskobunda incelendi.

Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 13.0 bilgisayar
paket programinda yapildi. Degerlendirmede ortalama, standart sapma, Mann-
Whitney U, Kruskal Wallis varyans analizi, Dunn testi kullanildi ve p<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1 Karaciger Makroskopisi

Deney siiresi sonunda sakrafiye edilen deneklerin karaciger doku ornekleri
ilk olarak makroskopik olarak incelendi. Bu inceleme sonucunda kontrol
grubundaki sican karacigerlerinin parlak kahverengi-kirmizi renkte, yumusak ve
esnek kivamda oldugu goriildii. Karaciger ylizeyi ise diizgiin olup piirilizsiizdii.

Sekil 1°de gorildiigii gibi koledok tespit edilerek distal ve proksimal kisimlarindan
baglanmis, sonra ortadan kesilerek ligasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu sekilde
tikanma sarilig1 olusturuldu. Ligasyon grubundaki sican karaciger dokulari ise
kivamlari sertlesmis olup renkleri mat ve kahverengi olarak goézlendi. Karaciger
ylizeyi diizgiin olmayip zimpara kagidina benzer sekilde mikronodiiller igermesi
dikkati ¢ekmistir (Sekil 2). Karaciger ylizeyinde bazi alanlarda nokta seklinde koyu
yesil renkte olan safra birikimleri goriildii. Rapamisin ile tedavi edilen gruptaki
karaciger dokular1 ise kontrol grubuna benzer olarak, parlak renkte ve yumusak
kivamda olup safra birikimi ile mikronodiil yapilarina rastlanmadi. Diger tedavi
gruplarindaki 6rnekler ise genel olarak ligasyon grubuna benzemekteydi. Sadece C
vitamini uygulanan deneklerden bir tanesinde karaciger yapisi kontrol grubuna
benzemekteydi. Ayrica tiim deneklerde koledok kanalinin karacigere komsu olan
kismu safra birikimine bagli olarak dilate oldugu izlenmis olup bu bulgu bize teknigi

dogru olarak uyguladigimizi gostermektedir.
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Sekil 2: Ligasyon yapilan denekte genislemis koledok kanali (=) ve nodiil yapilari
(5%) goriilmekte (Canon S2 IS , Makro ¢ekim).
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4.2 Denek agirhiklarn ve karaciger agirhklar:
Ligasyon oncesi ve sonrasi denek agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol ve deney gruplarinin ilk ve son

agirliklar, karaciger agirligi ve karaciger agirhik yilizdeleri Tablo 4.1°de

goriilmektedir. Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur

Tablo 4.1: Kontrol ve deney gruplarindaki denek ve karaciger agirliklar

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Kontrol Ligasyon NAC C Vit NAC+C | Rapamisin
ik
278,25 281,67 266,00 269,17 266,50 336,67
agirhk
(&) +15,78 +17,22 +27,16 +22.23 +26,54 +5,77
gr
Son
285,50 277,33 276,00 264,17 250,83 322,67
agirhk
f ) +18,19 +21,92 +38,47 +45,49 +36,66 19,29
gr
Kc
9,10 16,77 14,34 14,72 14,75 16,80
agirhgi
+1,29 +2.89 +2.46 +2.98 +2.71 +1,74
(gr)
Kc
N 3,18 6,04 5,22 5,63 5,91 5,20
agirhk
yiizdesi +0,34 +0,92 +0,75 +1,15 +0,93 +0,41
%

olarak gosterilmistir.

Kontrol ve deney gruplarimin karaciger agirlik yiizdeleri Sekil 3’de grafik
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Kontrol grubu karaciger agirlik yiizdesi ile diger gruplarin karaciger agirlik
ylzdeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Buna
gore p degeri: kontrol ve ligasyon gruplari arasinda p<0.011, kontrol ve NAC
uygulanan grup arasinda p<0.014, kontrol ve C vitamini uygulanan grup arasinda
p<0.011, kontrol ve NAC+C vitamini uygulanan grup arasinda p<0.011, kontrol ve

rapamisin uygulanan grup arasinda p<0.034 olarak hesaplanmistir.
4.3 Biyokimyasal degerlendirme:

Tablo 4.2°de kontrol ve deney gruplarinin kan biyokimya degerleri
goriilmektedir. Denekler bireysel olarak ele alindiginda biyokimyasal parametreler
ile mikroskopik inceleme bulgularinin genel olarak birbirleri ile uyum sagladigi
gorilmistir.

ALT ve AST degerleri karsilastirildiginda, kontrol grubuna goére deney
gruplarinda enzim degerlerinde artis gézlenmesine ragmen ligasyon grubu ile tedavi
uygulanan gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi. Sekil 4’te deney
gruplarindaki ALT ve AST degerleri grafik olarak goriilmektedir.

GGT degeri agisindan tiim gruplar, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml ytikselmisti. 1. grup GGT degeri ile 2. grup, 3. grup, 4. grup ve 5. gruplar
karsilastirildiginda p degerleri sirasiyla: p<0.008, p<0.011, p<0.008, p<0.008 olarak
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bulunmustur. 6. grup GGT degeri ile 2. grup, 3. grup ve 5. gruplar karsilastirildiginda
ise p degerleri p<0.02, p<0.036 ve p<0.02 olup istatistiksel anlamli olarak artmis
olarak bulunmustur. Sekil 5’de deney gruplarinin GGT degerleri grafik olarak
goriilmektedir.

Total bilirubin degeri kontrol grubuna gore diger tiim deney gruplarinda
artmist1. Birinci grup total bilirubin degeri ile 2. grup, 3. grup, 4. grup, 5. grup ve 6.
gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.008, p<0.011, p<0.008, p<0.008 ve
p<0.019; 2. grup total bilirubin degeri ile 5. ve 6. gruplar karsilastirildiginda p
degerleri: p<0.016, p<0.02 olup istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ugiincii grup
total bilirubin degeri ile 5. ve 6. gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.018,
p<0.025 olup istatistiksel olarak anlamliydi.

Birinci grup serbest bilirubin degerleri ile 2. grup, 3. grup, 5. grup ve 6.
gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.008, p<0.011, p<0.008, p<0.019; 2. grup
serbest bilirubin degerleri ile 5.ve 6. gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.016,
p<0.02; 3. grup serbest bilirubin degerleri ile 5.ve 6. gruplar karsilastirildiginda p
degerleri: p<0.028 ve p<0.025 olup istatistiksel olarak anlamliydi.

Birinci grup bagl bilirubin degeri ile 2. grup, 3. grup, 4. grup, 5. grup ve 6.
gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.008, p<0.011, p<0.008, p<0.008 ve
p<0.019 olup istatistiksel olarak anlamli bulundu; 2. grup bagli bilirubin degeri ile 5.
ve 6. gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.016, p<0.02; 3. grup bagl bilirubin
degeri ile 5. ve 6. gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.018, p<0.025 olup
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sekil 6’da deney gruplarmin direkt bilirubin
degerleri grafik olarak goriilmektedir.

Kan glukoz degerleride kolestaza bagli olarak; kontrol grubuna gore diger
deney gruplarinda azalmisti. Birinci grup glukoz degerleri ile 2. grup, 3. grup, 4.
grup, 5. grup ve 6. gruplar karsilastirildiginda p degerleri: p<0.011, p<0.014,
p<0.011, p<0.011 ve p<0.034 olup istatistiksel olarak anlamliydi. Altinct grubun
kan glukoz degeri ile 2. grup, 3. grup, 4. grup ve 5. gruplar karsilastirildiginda p
degerleri:  p<0.02, p<0.024, p<0.02, p<0.02 olup istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Sekil 7°de deney gruplarmin glukoz degerleri grafik olarak

goriilmektedir.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Kontrol Ligasyon NAC C Vit NAC+C Rapamisin
(Ortalama+SS) (Ortalama+SS) | (Ortalama+SS) | (Ortalama+SS) | (Ortalama+SS) | (Ortalama+S)
ALT (IU/L) 83,75+18,50 147,33+57,14 141,60+27,30 | 144,33+58,20 | 121,67+28,45 | 146+101,73
AST(IU/L) 119,25+14,45 542,67+159,26 493+60,91 593,174397,19 | 493+134,40 548+595,60
GGT (IU/L) 4,00+0,00 51,67+23,56 41,60+13,76 50+36,11 53,33+18,34 13,67+5,51
Total 0,1£0,00 9,62+1,20 9,82+1,29 8,05+4,13 5,84+2,96 5,85+1,48
bilirubin (mg/dl)
Serbest 0,01+0,00 1,97+0,38 1,97+0,46 1,67+0,98 1,07+0,68 0,96+0,26
bilirubin (mg/dl)
Bagh 0,10+0,00 7,66+0,83 7,85+0,85 6,38+3,17 4,83+2,30 4,89+1,22
bilirubin (mg/dl)
Glukoz (mg/dL) 192,25+18,50 108,33+15,76 107,60+10,57 | 115,50+18,02 | 110,67+15,51 | 156,67+14,01
700
600
500
iy 400 -
=
)
OALT| "~ 3004
BAST o
100
04
Guplar oo Lg L+NAC

Sekil 4: ALT ve AST degerleri
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Sekil 6: Direkt bilirubin degerleri
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Sekil 7: Deney gruplarinin glukoz degerleri

4.4.Is1k Mikroskopik Sonuclar

4.4.1 H-E Boyama

Kontrol grubuna ait karaciger doku Orneklerinde lobiiller ve hepatositler
normal histolojik yapiya sahipti.

Ligasyon uygulanan gruptaki karaciger kesitlerinde; portal alanlarda ileri
derecede safra kanali artisi, siklikla fibrotik ve nekrotik alanlarin varligr goriildii.
Hepatositler arasindaki siniizoidlerde genisleme oldukga belirgindi (Sekil 8). Safra
kanali proliferasyonuna bagli olarak portal alanlar arasinda kopriilesmelerin
olusturdugu band yapilar1 ve yogun inflamatuar hiicre artist goriildii (Sekil 9).
Hepatositlerin bir kisminda c¢ekirdeklerin irilestigi, nekrotik alanlarda piknotik
cekirdekli ve bozulmus hepatositler izlendi.

Ligasyon yapilip NAC uygulanan grupta, safra kanali proliferasyonu ile
portal bolgeler arasindaki band seklindeki kopriilesmelerin, ligasyon grubuna gore

daha belirgin oldugu saptandi. Bu alanlarda inflamatuar hiicre yogunlugu fazla olarak
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goriildii (Sekil 10). C vitamini verilen grupta, karaciger yapist genel olarak ligasyon
grubuna benzemekteydi. NAC ve C vitamininin birlikte verildigi grupta ise safra
kanal1 proliferasyonu ve nekroze alanlar daha az belirgindi. Siniizoidler daha az
geniglemis olarak goriiliip, inflamatuar hiicre yogunlugu ligasyon grubuna gore
azalmis olarak goriildii. Yine bu grupta karaciger lobiil yapilar1 daha diizenli izlendi
(Sekil 11). Rapamisin uygulanan grupta ise ligasyon grubunda ki proliferasyon,
nekroz ve fibrotik alanlar belirgin olarak azalmsti. Ozellikle kopriilesme tarzinda
portal alanlarin birlesmesi gézlenmedi. Karaciger lobiil yapilar1 daha diizenli olup
siniizoidler daha az genislemis olarak gorildi (Sekil 12,13). Genel yap1 olarak
hepatositler daha diizenli olup iri ¢ekirdekli hepatositlere daha az rastlandi. Bu

bulgular makroskopik inceleme sonugclari ile uygunluk gostermekteydi.

4.4.2 Masson Trikrom Boyamasi

Portal alanlardaki kollajeni degerlendirmek i¢in Masson trikrom boyasi
uygulandi. Kontrol grubundaki 6rneklerde analin mavisi tutulumu beklendigi gibi
portal alanda ve santral ven g¢evresinde hafif derecede goriildi. Bunun disindaki
alanlarda boyanma izlenmedi. Ligasyon uygulanan grupta ise safra kanali
proliferasyonu gozlenen alanlardaki kopriilesme bolgesindeki bag dokuda belirgin
kollajen artis1 oldugu gozlendi (Sekil 14). Ligasyon grubundaki proliferasyon
alanlar1 yakininda yer alan hepatositlerde mitotik figiirler gézlendi (Sekil 15). Bu
alandaki hepatosit g¢ekirdeklerinin biiyiik, c¢ekirdekg¢iklerinin daha belirgin oldugu
goriildii. Rapamisin uygulanan grupta ise prolifere alan cevresinde ve prolifere
alanlar arasindaki bolgede kollajen artisginin ligasyon grubundaki kadar yogun
olmadig1 dikkati ¢ekmekteydi (Sekil 16). Diger gruplar ise genel olarak ligasyon

grubuna benzemekteydi.
4.4.3 PAS Boyamasi
Hepatositlerdeki glikojeni degerlendirmek amaci ile PAS boyasi uygulandi.

Ligasyon uygulanan grupta safra kanali proliferasyonunun goriildiigii alanlarin

cevresindeki hepatositlerde PAS(+) boyanma siddetinin kontrol grubuna gore daha
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zayif oldugu izlenmistir (Sekil 17). NAC ile tedavi edilen grupta PAS(+) boyanma
daha ¢ok prolifere olmus safra kanallar1 arasindaki bolgede gozlendi. C vitamini.
uygulanan grupta safra proliferasyonu goriilen alanlarin yakinindaki hepatositlerin
bir kisminda PAS(+) alanlar belirgin olarak izlenmistir (Sekil 18). NAC ve C
vitamininin birlikte uygulandig1 gruptaki bulgular sadece C vitamini uygulanan
gruba benzemekteydi. Rapamisin uygulanan grupta, 6zellikle santral ven yakinindaki

hepatositlerde PAS(+) boyanmanin siddetinin belirgin oldugu tespit edildi (Sekil 19).

4.4.4 Iimmiinohistokimyasal Boyamalar

Elde edilen kesitlere a-SMA, desmin ve B-katenin boyalar1 uygulandi.
Kontrol grubunda, a- SMA immiin(+) reaksiyonun portal alandaki damarlarin
cevresinde belirgin oldugu izlendi (Sekil 20). Ligasyon grubunda, a- SMA immiin
boyanmasimin santral ven cevresinde ve prolifere safra kanallarinin c¢evresinde
belirgin oldugu goriildii. Nekroz alanlar1 ve fibrotik bolgelerin ¢evresinde bulunan
yassi hiicrelerde o- SMA immiinboyasinin oldugu goriilmiistiir (Sekil 21,22). NAC
ve NAC+C vitamini uygulanan gruplarda portal alandaki damar duvarlarinda ve
safra kanallar1 siirlarinda kuvvetli a-SMA immiin(+) boyanma ligasyon grubuna
benzemekteydi (Sekil 23,24). NACHC vitamini ve C vitamini uygulanan tedavi
gruplarinda ligasyon grubuna benzer olarak nekroz bolgelerinde kuvvetli a-SMA(+)
immiin boyanmasi ve nekroz alanm1 merkezinde piknotik ¢ekirdekli hepatosit
dejenerasyonu izlendi (Sekil 25,26). Rapamisin uygulanan grupta ise safra
proliferasyonu olan bazi alanlarda belirgin a-SMA immiin(+) boyanma dikkati
cekmekteydi (Sekil 27).

Kontrol grubunda desmin immiin(+) reaksiyonunun portal alanlarda zayif
oldugu saptandi (Sekil 28). Ligasyon uygulanan grupta desmin(+) immiin
boyanmanin kontrol grubuna benzer olarak portal alanda arter ¢evresinde oldugu
goriildii (Sekil 29). Ligasyon grubunda, nekroz ve fibrotik alanlarda desmin(+)
boyanmis a- SMA boyanmasindakine benzer sekilde uzamis, yassi hiicreler goriildii
(Sekil 30,31). C vitamini, NAC, NAC+C vitamini uygulanan gruplardaki desmin
immiin boyanmasinin ligasyon grubuna benzedigi, fibrotik alanlarda desmin (+)

boyanmis yassi hiicrelerin oldugu tespit edildi (Sekil 32). Rapamisin ile tedavi edilen
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grupta, desmin immiin boyanmasinin portal alanlardaki damar ¢evrelerinde oldugu,
diger deney gruplarina benzer olarak nekrotik ve fibrotik alanlarin ¢evresinde (+)
boyali hiicrelerin oldugu gozlendi. Rapamisin grubunda bu alanlarin azalmis
olmasina bagli olarak, desmin(+) boyanmis hiicreler daha az gozlendi (Sekil 33).
Kontrol grubunda f-katenin immiin boyanmasinin portal alandaki safra
kanallarinda belirgin oldugu, hepatosit siirlarinda ise daha zayif bir tutulumun
bulundugu goézlendi (Sekil 34). Ligasyon grubu ve NAC ile tedavi edilen grupta B-
katenin immiin boyamasinin safra kanal epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve
hepatosit sinirlarinda benzer sekilde oldugu izlendi (Sekil 35,36). NAC+C Vitamini
uygulanan grupta -katenin immiin boyanmasinin hepatosit sinirlarinda daha belirgin
oldugu ve reaksiyonun safra kanali epitel hiicre sitoplazmasindan daha c¢ok hiicre
sinirlarinda oldugu goriilmistiir (Sekil 37). C vitamini ve rapamisin uygulanan
gruplarda B-katenin immiin boyanmasimin ligasyon grubuna benzedigi, hepatosit
sinirlarinda ve safra kanal hiicrelerinin sitoplazmalarinda belirgin oldugu goézlendi
(Sekil 38,39). Kontrol ve deney gruplarinda B-katenin immiin boyanmasinin ayni

alanlarda ve genel olarak benzer siddette oldugu tespit edildi.

4.4.5 Ki-67 ve TUNEL

Hiicre proliferasyonunu gostermek i¢in yaptigimiz Ki- 67 immiin boyamasi
ve apoptozisi gostermek i¢in Apotag immiin boyamalar1 yapildi. Her gruptaki
deneklerin karaciger doku kesitlerinde, x40 objektif biiyiitmesi ile 10 ayr1 alandaki
safra kanal epitel hiicrelerinde pozitif boyanan hiicreler sayildi. Ayrica kesitlerde
immiin(+) boyanan hepatositler degerlendirilerek, fotograflandirildi. Kontrol
grubundaki doku kesitlerinin tiim alanlar incelendiginde Ki- 67 immiin boyanan
hepatositlerin toplam 4-5 adet oldugu goriildii (Sekil 40). Ligasyon uygulanan grupta
ozellikle prolifere olmus safra epitel hiicrelerinde ve bu boélgelerin g¢evresindeki
hepatositlerde Ki- 67 immiin boyanmasinin belirgin oldugu saptandi. Bu bolgedeki
hepatositlerde mitotik figiirlere kontrol grubuna gore daha sik rastland1 (Sekil 41,42).
NAC, NAC+C vitamini uygulanan gruplarda Ki- 67 immiin boyamanin safra kanali
epitel hiicrelerinde, ligasyon grubuna gore daha az oldugu goriildi (Sekil 43,44). C

vitamini verilen grupta ise safra epitel hiicrelerindeki Ki- 67 immiin boyanmasinin
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NAC+C vitamini verilen gruba gore artmis oldugu dikkati cekti (Sekil 45).
Rapamisin ile tedavi edilen grupta ise yine safra epitel hiicrelerinde Ki- 67 immiin
boyanmasi tespit edildi, ancak boyanan hiicre sayisit ligasyon ve diger tedavi
gruplaria gore daha az olarak izlendi (Sekil 46). Ki- 67 immiin boyanan safra epitel
hiicrelerinin gruplardaki dagilimi1 Tablo 4.5.3 ve Sekil 47°deki grafikte gdsterilmistir.
Istatistiksel olarak kontrol grubunda tiim alanda 4-5 adet immiin (+) boyanan hiicre
degerlendirmeye alinmadi. Degerlendirme ligasyon ve tedavi gruplari arasinda
yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme Kruskal Wallis varyans analizi
ve post test olarak Dunn testi kullanilarak yapilmistir. Rapamisin uygulanan grupta
Ki- 67 immiin boyanan safra epitel hiicre sayisi; ligasyon, NAC, NAC+C vitamini ve
ligasyon + C vitamini verilen guplara gore anlamli olarak azalmisti. ( p degerleri
strasi ile; p<0.001, p<0.01, p<0.001, p<0.001). NAC uygulanan gruptaki Ki-67 (+)
boyanan hiicre sayisi, ligasyon ve ligasyon + C vitamini verilen gruba gore anlaml
olarak azalmisti (p<0.01 ve p<0.05). Tablo 4.5.3’de Ki-67(+) hiicre sayisi

goriilmektedir.

Tablo 4.5.3: Gruplar arasindaki Ki- 67 (+) hiicre sayis1 verilmistir.

Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Ligasyon NAC C Vit NAC+C Rapamisin
(Ortalama+SS) (Ortalama=SS) (Ortalama+£SS) (Ortalama+SS) (Ortalama=+S)

Ortalama | 15,5+6,66 | 9,83+£3,65 | 13,67+4,63 | 10,6+2,90 5,77£2,61
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Sekil 47: Gruplar arasi ortalama Ki- 67 (+) hiicre sayis1

Apoptozis acisindan degerlendirildiginde, kontrol grubunda (+) boyanan
hepatositler ve aralarda yildiz seklindeki hiicreler oldugu goriildi (Sekil 48).
Ligasyon grubunda prolifere safra epitel hiicrelerinde (+) boyanan hiicreler
gbzlenmedi, genellikle hepatositlerde boyanma goriildii (Sekil 49,50). Tedavi
gruplarindan NAC+C Vitamini uygulanan gruptaki karaciger doku &rneklerinde,
prolifere safra kanal bolgesinde az sayida TUNEL(+) hiicreler izlendi (Sekil 51). C
vitamini ve NAC verilen gruplarda boyanma sadece hepatositlerde idi (Sekil 52).
Rapamisin verilen grupta hepatositlerdeki (+) boyanma yaninda, safra epitel
hiicrelerindeki (+) boyanan hiicrelerin sayisi, ligasyon ve diger tedavi gruplarina gore

artmis olarak tespit edildi (Sekil 53,54).

4.5 Elektron Mikroskopik Degerlendirme

Ligasyon uygulanan gruba ait yar1 ince kesitlerde portal alanlarda prolifere
olmus safra kanallari, ¢ok sayida lipid damlacigi igceren hepatositler ile geniglemis
sinlizoidler gozlendi. Safra kanal epitel hiicreleri arasinda koyu boyanmis yassi

cekirdekli hiicreler ayirt edildi (Sekil 55). Tedavi gruplarinda yar1 ince goriintiiler
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benzer olarak degerlendirildi. NAC+C vitamini verilen grupta hepatositlerdeki yag
damlaciklari diger gruplara gore azalmis olarak saptandi (Sekil 56).

Ince kesitlerde ligasyon grubunda; safra kanalinda, okromatik yuvarlak
cekirdekli mikrovilluslu epitel hiicreleri ve bazalde, oval ¢ekirdekli hiicre goriildii
(Sekil 57). Agik ve koyu boyanan hepatositlerden heterokromatik ¢ekirdege sahip
koyu hiicrelerde organeller net olarak ayirt edilemedi. Ag¢ik boyanan hiicrelerin
sitoplazmalarinda genislemis endoplazmik retikulum yapilari, krista yapilar
bozulmamis ¢ok sayida mitokondriyolar ve lizozomlar izlendi (Sekil 58). Koyu
boyanmig hepatositlerin arasinda genislemis safra kanalikiilleri, hiicrelerde vakuolize
yapilar, lipid damlaciklari, genislemis sinilizoidler icinde aktif Kupffer hiicreleri
saptandi1. Hepatositler arasinda lipid damlalari icermeyen yildizsi hiicreler tanimlandi
(Sekil 59). Tedavi gruplarinda ince kesitlerde benzer goriintiler elde edildi.

Proliferasyon alanlarinda safra kanallar1 ¢evresinde artmis fibroblast benzeri yassi

hiicreler goriildii. Hepatositlerde lipid damlaciklari, genis siniizoidler belirgindi

(Sekil 60, 61, 62, 63).
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Sekil 8: Ligasyon yapilmis grupta safra kanali proliferasyon alanlari (—), yaninda nekroz (N) ve

fibrozis alanlar1 (F), genislemis siniizoidler goriilmekte. HE x10.

Sekil 9: Ligasyon yapilmis grupta artmis safra kanallarina bagl olarak portal alanlar arasinda

kopriilesmelerin oldugu (—), bu alanlarda inflamasyon hiicrelerinin (%) arttigi goriilmekte. HE x20.



Sekil 10: NAC uygulanan grupta ligasyon grubuna gore safra kanali  proliferasyonunun ve

kopriilesmelerin daha belirgin oldugu goriilmekte. HE x10.

£ o 5 XiF ol Y TN g TN |
Sekil 11: NAC+C Vitamini uygulanan grupta safra kanali proliferasyonu ve nekroze alanlar daha az
belirgin olarak goriilmekte. HEx4.
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Sekil 12: Rapamisin uygulanan grupta safra kanali proliferasyonunun ve fibrotik degisikliklerin,

ligasyon ve diger ilag uygulanan gruplara gore azalmig oldugu goriilmekte HE x4.

Sekil 13: Rapamisin uygulanan grupta proliferasyonun ve fibrotik alanin belirgin olarak azaldig:
goriilmekte HE X 10



Sekil 14: Ligasyon yapilmig grupta safra kanal proliferasyonu olan alanlarda belirgin kollajen

artigi(—) goriilmekte. Masson Trikrom x40.

Sekil 15: Ligasyon uygulanan grupta prolifere alanlarin ¢cevresindeki hepatositlerde mitotik figiirler

(—) goriilmekte. Masson Trikrom x 40.
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Sekil 16: Rapamisin ile tedavi uygulanan grupta fibrotik alanda azalmis kollajen tutulumu izlenmekte

Masson Trikrom x 40.
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Seki 17: Ligasyon uygulanan grupta hepatositlerde PAS(+) boyanmanin azaldig1 goriilmektedir PAS
x20.



Sekil 18: C vitamini uygulanan grupta proliferasyon alanlarina komsu olan hepatositlerin bir

boliimiinde PAS (+) boyanma goriilmekte. PAS x20.
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Sekil 19: Rapamisin uygulanan grupta PAS (+) boyanmis hepatositlerin diger gruplara gore belirgin

olarak artmig oldugu goriilmektedir. PAS X10.
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Sekil 20: Kontrol grubunda a- SMA immiin (+) reaksiyonun portal alandaki damarlarin ¢evresinde

belirgin oldugu goriilmekte X20.

Sekil 21: Ligasyon grubunda a- SMA immiin boyanmasi v. sentralis ve safra kanallarinin ¢evresinde

oldugu goriilmekte X20.
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Sekil 22: Ligasyon uygulanan grupta nekroz alanlar1 ¢evresindeki yassi hiicrelerde kuvvetli a- SMA

immiin boyanmasi goriilmekte x20.

Sekil 23: NAC uygulanan grupta portal alandaki damar duvarlarinda ve safra kanallar1 sinirlarinda

kuvvetli a- SMA boyanma goriilmekte x4.
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Sekil 24: NAC+C Vitamini uygulanan grupta a- SMA immiin boyanmanin portal alanda damar

duvarlarinda ve safra kanallari ¢evresinde belirgin oldugu goriilmekte X20.

Sekil 25: NAC+C Vitamini uygulanan grupta nekroz bolgesinde kuvvetli a- SMA immiin boyanmasi

ve nekroz alan1 merkezinde hepatosit dejenerasyonu goriilmekte X40.
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Sekil 26: C vitamini uygulanan grupta fibrotik bolgenin ¢evresinde kuvvetli a-SMA immiin boyanan

hiicreler ile merkezdeki hepatositlerde piknozis ve bozulma goriilmekte X20.

Sekil 27: Rapamisin verilen grupta yogun a-SMA immiin boyali hiicreler goriilmekte x20.
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Sekil 28: Kontrol grubunda desmin immiin reaksiyonunun portal alanda oldukg¢a zayif oldugu
goriilmekte x 20.

Sekil 29: Ligasyon grubunda Demsin (+) immiin boyanmanin portal alandaki damarlarin ¢evresinde

oldugu goriilmekte X20.



Sekil 30: Ligasyon grubunda nekroz alanlarinda desmin (+) boyanmis uzantili hiicreler (—)

goriilmekte x20

Sekil 31: Ligasyon grubunda fibrotik alanlarinda desmin (+) boyanmug uzantili hiicreler (—)

goriilmekte x40
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Sekil 32: C vitamini uygulanan grupta fibrotik alanda desmin immiin boyanmis igsi uzantilari olan

mekik seklinde hiicreler (—) goriilmekte X40.

Sekil 33: Rapamisin verilen grupta desmin immiin boyanmasi portal alanlardaki damar ¢evrelerinde

goriilmekte. x20.
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Sekil 34: Kontrol grubunda - Katenin immiin boyanmasinin portal alandaki safra kanallarinda

belirgin oldugu, hepatosit simirlarinda ise daha zayif bir tutulumun bulundugu gériilmekte. X20.

Sekil 35: Ligasyon yapilmig grupta B- Katenin immiin boyamasinin safra kanal epitel hiicre

sitoplazmas1 ve hepatosit sinirlarinda oldugu goriilmekte. X40.
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Sekil 36: NAC uygulanan grupta - Katenin immiin boyanmasinin ligasyon grubuna benzedigi
goriilmekte. X40.

Sekil 37: NAC+C Vitamini uygulanan grupta - Katenin immiin boyanmasinin hepatosit sinirlarinda
daha belirgin oldugu ve reaksiyonun safra kanali epitel hiicre sitoplazmasindan daha ¢ok hiicre

siirlarinda oldugu goriilmekte. X40.
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Sekil 38: C vitamini uygulanan grupta - Katenin immiin boyanmasinin ligasyon grubuna benzedigi,

hepatosit sinirlarinda ve safra kanal hiicrelerinin sitoplazmalarinda belirgin oldugu goriilmekte x40.

Sekil 39: Rapamisin verilen grupta - Katenin immiin boyanmasi safra kanallar1 epitelinde ve

sitoplazmalarinda belirgin goriilmekte x20.



Sekil 40: Kontrol karaciger dokusundaki hepatositlerde Ki- 67 immiin boyanma oldukca az olarak
gozlenmekte X20.

Sekil 41: Ligasyon uygulanan grupta safra kanali proliferasyonlu bolgede safra kanal hiicrelerinde

kuvvetli Ki- 67immiin boyanmasi gériilmekte X40.
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Sekil 42: Ligasyon uygulanan grupta proliferasyon bdlgelerinin ¢evresindeki hepatositlerde Ki- 67

immiin boyanmanin belirgin oldugu ve hepatositte mitotik figiir (—) goriilmekte X40.

Resim 43: NAC uygulanan grupta safra kanali proliferasyonu gosteren bélgede bulunan Ki- 67(+)

boyanan hiicreler goriilmekte X40.
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Resim 45: C vitamini uygulanan grupta safra kanali epitel hiicrelerinde Ki- 67 immiin boyanmanin

NACHC grubuna gore artmis oldugu goriilmekte X40.

Resim 44: NAC+C vitamini uygulanan grupta Ki- 67 immiin boyanan hiicrelerin ligasyon grubuna

gore daha az oldugu goriilmekte x40.
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Resim 46: Rapamisin uygulanan grupta safra kanali proliferasyonlu bolgede safra kanallarinda ve

hepatositlerde Ki- 67 immiin boyanma goriilmekte. x20.

Sekil 48: Kontrol grubunda hepatositler arasinda apoptotik (—) yildiz seklindeki hiicreler gériilmekte.
TUNEL x40.



Sekil 49: Ligasyon uygulanan grupta proliferasyon alanlarinda TUNEL (+) reaksiyonu
gozlenmemekte ancak hepatositlerde (+) hiicrelere (—) rastlanmistir TUNEL x40.

Sekil 50: Ligasyon uygulanan grupta prolifere alan disindaki hepatositlerde apoptotik hiicreler (—)
goriilmekte TUNEL x40.
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Sekil 51: NAC+C vit uygulanan grupta safra kanal proliferasyon alaninda TUNEL (+) hiicre (—)
goriilmekte x40.

Sekil 52: NAC ile tedavi edilen grupta proliferasyon alanlarimda TUNEL (+) hiicre izlenmemistir
x40.
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Sekil 53: Rapamisin uygulanan grupta hepatositler arasinda TUNEL (+) uzantili hiicre(—)
goriilmekte. TUNEL x40.

Sekil 54: Rapamisin uygulanan grupta safra kanallarinda artmis apoptotik (—) hiicreler goriilmekte.
TUNEL x40.
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Sekil 55:Ligasyon grubunun yar1 ince kesitinde artmig safra kanallar1 ve ¢evresindeki hepatositlerde
yaygin lipid damlaciklar1 (*) goriilmekte. Genislemis siniizoidler, safra kanallarinda koyu boyanmus,
yassi ¢ekirdekli hiicre(=), fibroblastlar (f), mast hiicresi (—), goriilmekte. Toluidin mavisi- Azur II x
40.

Sekil 56: NAC+C vitamini uygulanan grupta hepatositlerde azalmig lipid damlaciklar1 ve safra kanal

epitelinde mitotik figlir (—) goriilmekte Toluidin mavisi- Azur II x 40
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Sekil 57: Ligasyon grubuna ait elektron mikroskobik sekilde safra kanal epiteli goriilmekte. Epitel

hiicre ¢ekirdekleri 6kromatik, yuvarlak, merkezi yerlesimli, apikal yiizlerinde mikrovillusler belirgin
olarak secilmekte. Hiicreler arasi1 daha koyu boyanmis sitoplazma bolgesi, bazalde oval ¢ekirdekli

hiicre(=) goriilmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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Sekil 58: Ligasyon grubunda agik (ah) ve koyu (kh) boyanmis hepatositlerin ince yapisi goriilmekte.

Koyu hiicrelerde organeller secilememekte, ¢ekirdek oldukga heterokromatik gézlenmektedir. Hiicre
periferinde mikrovezikiiler cisim (mv) yer almaktadir. Agik hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida
genislemis endoplazmik retikulum yapilari(—), kristalart bozulmamis mitokondriyonlar ve lizozomlar

secilmekte. Hepatositlerin ¢evresinde kollajen lifler (Kol) goriilmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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Sekil 59: Ligasyon grubunda organelleri segilemeyen koyu hepatositler arasindaki genislemis safra
kanalikiilleri (—) goriilmekte. Hiicre sitoplazmalarinda vakuolize yapilar (*), Lipid damlaciklari (Li),
siniizoid iginde Kupffer hiicresi (Kh), hepatositler arasinda lipid damlaciklar: igermeyen HSC hiicresi

secilmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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Sekil 60: NAC+C uygulanan grupta prolifere olmus safra kanallar1 (sk) koyu boyanan

sitoplazmasinda ¢ok sayida mitokondriyon (m) bulunan hepatositler (H) goriilmekte. Kursun sitrat-

uranil asetat
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Sekil 61: Lig + C vit uygulanan grupta prolifere olmus safra kanallar1 (sk) ve gevrelerinde artmis

fibroblast benzeri hiicreler (F), kollajen lifleri (kol), siniizoid (S) ve belirgin ¢ekirdek yapisi ile

hepatosit (H) goriilmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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Sekil 62: LigtNAC uygulanan grupta prolifere olmus safra kanallar1 (sk) ve hepatositler (H)

goriilmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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Sekil 63: RAPA uygulanan grupta bazi alanlardaki hepatositlerin ¢ok sayida ve degisik ¢aplarda lipid

damlaciklar1 igerdigi goriilmekte. Geniglemis siniizoidler, genislemis safra kanalikiilleri (=)

izlenmekte. Kursun sitrat-uranil asetat
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TARTISMA

Karaciger fibrozisi yapisal ve metabolik bozukluklara bagli olarak ortaya
c¢ikan patolojik bir tablodur ve ¢ok sayida faktdr buna neden olabilmektedir. Hepatik
stellat hiicreler, fibrozisin olusmasinda anahtar rol oynamaktadir. Aktiflesen bu
hiicreler miyofibroblast 6zelligi kazanmakta, kollajen tip I ve tip III artis1 yaninda
ekstra selliiler matriks artis1 da ortaya ¢ikmaktadir (86,87). Tarihsel olarak hepatik
fibrozisin, karaciger parenkim dokusunun geri doniigiimsiiz olarak yikilmasi ve
kollajenden zengin dokunun hakimiyetine bagli olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir
(88,89). Halen kronik karaciger zedelenmelerinde yara iyilesmesi cevabimnin bu
sekilde gelistigi kabul edilmektedir (90). Hepatik fibrozis, geridondiiriilebilen
donemde tedavi edilirse bagar1 orani yiiksektir ve siroza gidis Onlenebilir. Sirozun
Onlenmesi veya ilerleyiginin kontrol edilmesi hala bir sorun olarak durmaktadir.
Etkili ilaglarin veya maddelerin bulunmasi i¢in ¢ok sayida caligma yapilmaktadir.
Deneysel olarak karaciger fibrozisini olusturmak i¢in uygulanan yontemlerden birisi
olan safra kanali ligasyonu yapilan bu ¢aligmada, ligasyon sonrasi 21. giinde fibrotik
degisikliklerin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Ligasyona bagli olarak portal alanda
safra kanallarimin artis1 seklinde ortaya c¢ikan tipik duktular reaksiyon 1s1k
mikroskopik olarak tanimlandi. Duktular reaksiyonlar, tipik, atipik veya oval hiicre
proliferasyonu olarak siniflandirilmaktadir. Tipik duktal reaksiyonda, safra epitel
hiicrelerinin sayisinda artis olmaktadir (91). Ligasyon sonrasi 17-31. giinler arasinda
biyokimyasal degisiklikler ortaya g¢ikmaktadir (92). Alt1 hafta siire ile ligasyon
yapilan kopeklerde ALT ve bilirubin seviyelerinin 1. hafta sonunda en yiiksek
degerine ulastigi, ALP ve GGT degerlerinin ise 2 hafta sonra yiikseldigi daha sonra
bu degerlerin giderek diistiigii ancak ligasyon Oncesine gore oldukea yiiksek oldugu
goriilmiistiir (43). Enzim diizeylerindeki artig, ileri donemlerde azalan portal kan
akimi nedeniyle bolgedeki fonksiyonel hepatositlerin sayica azalmasina bagli olarak
azalmaktadir (93). Karaciger enzimlerinin ve bilirubin diizeylerinin artis1 kollajen
birikimine yol agmakta ve fibrozis olusmaktadir (8,82). Bir baska deneysel calisma
sonucunda, ligasyondan 14 giin sonra ALT, AST, ALP, GGT ve bilirubin
degerlerinde benzer degisiklikler saptanmistir (1). Bu ¢aligsmada, ligasyon sonrasi 21.

giinde ALT, AST, ALP ve billirubin diizeylerinin kontrol grubuna gore artmis
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oldugu tespit edilmistir. Kolestazin derecesini belirlemede ©6nemli olan GGT
diizeyleri, rapamisin verilen grup haricinde ligasyon ve diger tedavi gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli olarak artmisti. Rapamisin uygulanan grupta GGT
diizeyinin anlamli olarak azalmis olmasi tedavinin biyokimyasal degerlerin
diizelmesinde etkili oldugunu gostermektedir.

Karaciger fibrozisinin gelisim mekanizmasi halen tartismalidir. inflamatuvar
hiicrelerden salgilanan sitokinlerin fibrogenezis olusumunda 6nemli rol oynadigina
inanilmaktadir (94). Bu c¢aligmada, ligasyon ve tedavi gruplarinda safra kanali
proliferasyonunun oldugu portal alanlarda, nekroz ve fibrotik alanlarda inflamatuvar
hiicre artismin oldugu saptanmustir. Inflamatuar hiicre artisinin ligasyon grubunda
diger gruplarla karsilagtirildiginda ¢ok belirgin oldugu goriilmiistiir.

Gelisen veya gelismis olan fibrozisi engellemek i¢in g¢esitli ilaglar,
antioksidan maddeler, antimitojenik faktorler, bitki ekstratlar1 kullanilmasina ragmen
fibrozis tedavisinde belli bir standart bulunmamaktadir (8,41,95,96). Calismalar
sonucunda Interferon (97,98), malotilat (99), halofuginon (49,100), deksametazon
(1), ACE inhibitorleri (101,102), kolsisin (103), sarimsak ekstresi (96) ve
Tiazolidinedion grubu antidiyabetiklerin (57) fibroziste kismen olumlu etkileri
goriilmiistiir. Ursodeoxycholic acid (UDCA), S-adenosyl-L-Methionine (SAMe),
Polyenylphosphatydil choline (PPC) membran yapilarmi lipid peroksidasyonun
yikict etkisine karst korumaktadir (21). Alloprunol, NAC, A, E ve C vitaminleri ise
antioksidan olarak etki ederek, HSC aktivasyonunu engellemektedir (21,65,104).
Antioksidan etkili resveratroliin safra kanal proliferasyonu ve lenfosit infiltrasyonunu
azalttig, plazma AST, ALT, bilirubin degerlerini ve Interlokin-1, Interlokin-6 ve
TNF- o diizeylerini diisiirdiigii tespit edilmistir (105). Hiicre kiiltiir ortaminda
NAC’;m fibroziste rol oynayan hiicrelerin aktivasyonunu Onleyici etkileri
tanimlanmigtir (106). Ligasyon olusturulup NAC ile tedavi edilen deneklerin
glutatyon diizeylerinin azaldigini (107), AST ve ALT degerlerinin diistiigii (37,65)
ancak oksidatif stres degerlerinin degismedigi, histopatolojik bulgular1 ve
inflamasyonu azalttig1 saptanmistir (37). Bu sonuglarin aksine bizim ¢alismamizda
NAC uygulanan grupta, karaciger enzimlerinin ¢ok az diizeyde azaldigi, histolojik
olarak safra kanal proliferasyonunun daha da artmis oldugu, kopriilesmelerin

belirginlestigi tespit edilmistir. Ligasyon yapilan siganlarda oksidatif hasardan
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karaciger kanlanmasinin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir (32,108). Yapilan bazi
calismalarda safra kanali ligasyonuna bagh ortaya ¢ikan fibrozis ve sirozda oksidatif
stresin sorumlu olmadigi, lipid peroksidasyonun karaciger hasarindan sonra ortaya
ciktig1, antioksidanlarin enzimleri diizelttigi, ancak hasar1 iyilestirmedigi One
stiriilmistiir (109,110). Antioksidanlardan oral olarak verilen E ve C vitamininin,
ligasyonlu deneklerin biyokimyasal degerlerinde ve kollajen igeriginde diizeltme
yapmadig bildirilmistir. Kolestazisin ilaclarin emilimini azalttigin1 bu nedenle bu
ilaclarin parenteral verilmesinin daha uygun olacagini bildirmislerdir (111). Soylu ve
arkadaslarinin yaptiklart bir calismada E ve C vitamini subkutan olarak verilmesine
ragmen karaciger enzimlerinde ve histolojik olarak nekroz ve inflamasyonda
diizelme gormemislerdir (75). Toksik madde ile olusturulan karaciger toksitesinde
ise bu vitaminlerin lipid peroksidasyonu azalttigi saptanmistir (112). Bizim
sonuglarimizda, ligasyon sonrasi intraperitoneal uygulanan C vitamininin fibrozise
olan etkilerinin NAC grubuna benzedigi, ancak NAC+C vitamini uygulanan grupta
ligasyon grubuna gore 151k mikroskopik olarak nekrotik alanlarin ve inflamasyonun
daha az derecede oldugu gozlenmistir.

Safra kanali ligasyonu olusturulan siganlarda portal alanda fibrozisin
uyarildigi, erken evrede safra kanal epitellerinin ve cevresindeki fibroblastlarin
cogaldigi, dort haftalik siire sonunda kollajen miktarinin yaklasik bes kat arttig
gosterilmistir (107,113). Ligasyon sonrasi tip I kollajen inhibitorii olan Halofuginon
kullanilmig, ancak enzimlerin yiikseldigi, safra kanal proliferasyonunun arttigr ve
fibrozisin agirlastigr gdzlenmistir (100). CCL4 ile olusturulan karaciger fibrozisinde,
ACE inhibitorii olan losartan’in iyilestirici etkileri goriiliirken, ayni ilacin ligasyona
bagli fibroziste olumlu etkisinin olmadig1 aksine fibrozisi arttirdigi saptanmistir
(100,102). Buna benzer antifibrotik etkili bagka bir madde de Metadoksin dir.
Metadoksin, CCL4 ile olusturulan fibroziste olumlu etki olustururken (114),
ligasyona bagl fibroziste etki gostermedigi bildirilmistir (115). Bu sonugclar,
karaciger fibrozisinde uygulanan tedavinin fibrozis etiyolojisine bagli olarak farkl
cevaplar gosterebilecegi, toksik hepatitte faydali olan etken maddenin, ligasyonda
fayda saglayamadigim1i gostermektedir. Tedavideki farkli cevaplarin ortaya

cikmasinda, CYP2El mikrozomal oksidasyon sisteminin, toksik maddelerin
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aktivasyonunu Onleyici etki gdstermesine ragmen, ligasyonda etkin olmamasi rol
oynayabilir (115).

Asil olarak immiin baskilayici bir ilag olan rapamisinin antioksidan etkisi
bulunmaktadir. Kiiltiir ortaminda akciger fibroblastlarindan tip I kollajen iiretimini
baskilayan rapamisin, MMP-1 iiretimini arttirarak antifibrotik etki olusturmaktadir
(116). Rapamisin, ayrica epitelyal hiicrelerin mezensimal hiicrelere degisimini
engellemekte ve mezotel hiicrelerinden a-SMA aciga ¢ikisini azaltmaktadir (117).
Neef ve arkadaslar1 2006 yilinda karaciger fibrozisi olusturmak icin ligasyon modeli
olusturup diisiik doz (0.5mg/kg/giin) rapamisin ile tedavi uygulamislar ve karaciger
agirhk vyiizdelerinin ve ECM birikiminin ligasyon grubuna gore azaldigimi
saptamiglardir (118). Bu calismada ligasyon sonrasi rapamisin ile tedavi edilen
grupta portal alanlardaki proliferasyonun, nekrotik ve fibrotik alanlarin ligasyon
grubu ve diger tedavi gruplarina gore daha az oldugu tespit edilmistir. Biyokimyasal
olarakta GGT, billirubin degerlerinin ligasyon ve tedavi gruplarn ile
karsilagtirildiginda anlamli olarak diistiigii, glukoz diizeyinin ise anlamli olarak
arttigr goriilmiistiir. Karacigerde enerjinin ana kaynagi olan glikojen, islevlerin
gergeklestirilmesi i¢in gereklidir ve karaciger zedelenmelerini gosteren oldukca
hassas ve giivenilir bir degerdir. Ligasyon sonucu karaciger glikojen depolarinin
hizla tiikkendigi, glikojen sentezinin sitokinlerce etkilendigi, TNF-a artisinin glukoz
alimimini inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (47,115,119,120). Ligasyon
olusturulup E vitamini verilen karaciger dokularinda glikojen depolarinin eski
durumuna gelmedigi gozlenmistir (121). Bu c¢alismada ligasyon grubundaki
hepatositlerde PAS(+) boyanmanin belirgin olmadigi izlenmistir. NAC uygulanan
grupta PAS boyamasi1 ligasyon grubuna benzemekteydi. C vitamini, NAC+ C
vitamini ve rapamisin ile tedavi edilen gruplarda portal alan ¢evresindeki
hepatositlerin bir boliimiinde PAS(+) boyanmanin belirgin oldugu ve boyanan hiicre
sayisinin arttigl gézlenmistir. PAS boyanma sonuclart glukoz artist ile uyumluluk
gostermekteydi. Glukoz diizeyinin en fazla arttigi rapamisin grubunda boyanmis
hepatositlerin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Fibrozisten sorumlu tutulan HSC’lerin tanimlanmasinda desmin ve a-SMA
immiin boyamalar1 siklikla kullanilmaktadir. Safra kanali tikanikligimi takiben 7.

giine kadar safra yollar epitel hiicrelerinde ve kanallar ¢evresindeki fibroblastlarda
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proliferasyonun arttig1 ve fibroblastik hiicrelerde a-SMA ve desmin boyanmasinin
art1s gosterdigi goriilmiistiir (122).

CCL4 ile olusturulan karaciger fibrozisinde, 4. haftada a-SMA ve desmin ile
boyanan hiicrelerin en {iist seviyede oldugunu daha sonraki giinlerde azaldigi
saptanmistir (54). Bu c¢aligmada ligasyon grubunda o-SMA immiin boyanmanin
prolifere olmus safra kanallar1 ¢evresinde ve fibrotik bdlgelerde oldukca belirgin
oldugu, tedavi gruplarinda a-SMA immiin reaksiyonunun genel olarak ligasyon
grubuna benzedigi, boyanma yayginliginin rapamisin grubunda daha az oldugu
gozlenmistir. Desmin immiin reaksiyonu ise a-SMA boyanmasina benzemekteydi,
proliferasyon alanlarinda, fibrotik alanlarin gevresinde uzamis yassi hiicrelerde
belirgindi. Tedavi gruplarinda ayni1 6zellikte boyali hiicreler varligini korumaktaydi.
Rapamisin uygulanan grupta desmin(+) boyanmis hiicreler daha az olarak
izlenmigtir. Bieker ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklart bir ligasyon
calismasinda rapamisin uygulanan gruplarda desmin ve a-SMA immiin boyanan
hiicrelerin sayisinda anlamli bir azalmanin oldugunu bildirmislerdir. Ayni1 zamanda
safra kanal epitel hiicrelerinde, bag dokuda da azalma gozlemislerdir (78). Genel
olarak fibrotik alanlarin ¢evresinde desmin ve a-SMA immiin boyal1 hiicrelerin artigi
bu hiicrelerin aktiflesmis HSC ler oldugunu diisiindiirmektedir.

Hiicre proliferasyon aktivitesi ile miyofibroblast benzeri hiicrelerin sayisi
arasinda ters orantili bir iliskinin oldugu, a-SMA ekspresyonunun tiim ligasyon
stiresince devam ettigi, 6zellikle proliferasyonun ilk 3 giinlinde artis gosterdigi, 2-4.
haftalarda azaldig1 bildirilmektedir (123). Yapilan ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu
olarak bizim ¢alisgmamizda da mitotik aktivitenin artmis oldugu ligasyon grubunda a-
SMA boyanmasinin artmis oldugu gozlenmistir.

B-katenin; kaderin aracilikli hiicre-hiicre adezyon sisteminde diizenleyici olan
yapisal bir protein olup dokularin onariminda oldugu gibi doku olusum ve
farklilasmasinda 6nemli rol oynar (124). Wnt/B-katenin yolagi embriyolojik ve
postnatal karaciger gelisiminde, morfogeneziste, organogeneziste dnemli rol oynar
(85). Siganlarda safra epitel hiicreleri dogumda immatiir olup gelisimleri 5. haftaya
kadar devam ederken, hepatositlerin gelisimi dogumdan sonraki 10 giinde
tamamlanir (125). Yapilan bir bagka ¢alismada karaciger gelisimi esnasinda portal

alan etrafindaki ve kapsiil yakinindaki hepatositlerde P-katenin ekspresyonu
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goriilmiistiir (126). Karaciger kanseri olan hastalarda p-katenin ¢ekirdek ve
sitoplazmada ac¢iga ¢ikmaktadir. -katenin hastalik patogenezisinde rol oynamaktadir
(85,127). Normalde B-katenin hepatosit membranlar1 ve safra kanal epitelini zayif
boyar(128).

Ligasyon yapilan bu calismada gruplarin karaciger dokularinda B-katenin
immiin boyanmasinin genel olarak prolifere olmus safra kanal epitel
sitoplazmalarinda, epitel hiicre sinirlarinda, hepatosit sinirlarinda  oldugu
goriilmiistiir. Gruplarda hiicre ¢ekirdeklerinde boyanmanin olmadigi saptanmuistir.
Ligasyon yapilarak fibrozis olusturulan gruplarda bu evrede malignitenin ortaya
ctkmadig1 goriilmiistiir.

Kolestazis modellerinde, biriken safra asid konsantrasyonu ile karaciger
zedelenmesi arasinda dogrusal bir iliski mevcuttur. Safra asitleri hepatik apoptozisi
uyarmaktadir (30,129,). Fibrozisin en yiiksek degerlere ulastig1 evrede parenkimal
olmayan hiicrelerde apoptozisin de pik yaptig1 gézlenmistir. Apoptozisin arttirilmasi
yolu ile fibrozisin azaltilabilecegi 6ne stiriilmiistiir (54). Tikanma sarilig1 olusturulan
bir ¢aligmada ligasyona bagli apoptozisin arttigi, bal tedavisi ile hepatositlerdeki
apoptozisin azaldigr belirlenmistir (129). Hiicre proliferasyonunun morfolojik
Ozelliklerini iyi bir sekilde gosteren, ¢ekirdek proteini olan Ki-67 mitotik indeks ve
tiimdrlerin siniflandirilmasinda siklikla kullanilmaktadir (84). Dokulardaki apoptotik
ve mitotik degerler genellikle birlikte degerlendirilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda kontrol grubunda Ki-67(+) ve TUNEL(+) boyanan
hepatositler olduk¢ca az sayida gozlenmistir. Ligasyon olusturulan gruptaki
hepatositlerde TUNEL (+) boyanma kontrole gore artmis gozlenirken, portal
alanlardaki prolifere safra epitel hiicrelerinde az sayida TUNEL (+) boyanma
izlenmigtir. En belirgin boyanma rapamisin uygulanan gruptaki hepatositler
arasindaki HSC ve safra epitel hiicrelerinde tespit edilmistir. Rapamisin uygulanan
grupta Ki-67 boyanan safra epitel hiicre sayisinin, ligasyon ve diger tedavi gruplarina
gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Safra epitel hiicrelerinde apoptozisin
belirgin oldugu rapamisin grubunda, mitozun azalmasi rapamisinin etkisinin
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Isik mikroskopik olarak goézlenen safra kanali proliferasyonu, ince yapi

diizeyinde de izlenmistir. Safra kanal epitelindeki yapinin kontrol grubuna benzedigi,
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cekirdeklerin yuvarlak, sitoplazmalarinda bol miktarda sitokeratin bulundugu, az
sayida organel igerdigi goriilmiistlir. Epitel hiicreleri desmozomlarla birbirine bagh
olup apikal yiizlerinde ¢ok sayida mikrovillus icerirler (123). Bizim ¢alismamizda
elde edilen elektron mikroskopik goriintiilerde, prolifere olmus safra kanallarindaki
epitel hiicrelerin  Okromatik, iri, hiicre merkezine yerlesmis, mikrovilliis
icermekteydi. Yar1 ince kesitlerde epitel hiicreleri arasinda, bazalde, daha koyu
boyanmis ¢ekirdekli hiicreler dikkati ¢ekmekteydi. Bu hiicrelerin oval hiicre
olabilecegi diisliniilmiis, ancak immiin boyama yapilamadigi i¢in tam olarak ayirt
edilememistir. Yar1 ince kesitlerde kanallar arasi bag dokuda artmis fibroblastlar ve
inflamatuvar hiicreler, mast hiicreleri kolaylikla ayirt edilmistir. Hepatositlerde ¢ok
sayida lipid damlacig1 yer almaktaydi. Ince yap1 diizeyinde, genislemis siniizoidler
icinde artmis Kupffer hiicreleri, hepatositler arasinda genislemis safra kanalikiilleri
saptanmigtir. Proliferasyon alanlarinda miyofibroblast/fibroblast 06zelliginde ¢ok
sayida hiicre bulunmaktaydi. Elektron yogun sitoplazmali, ¢esitli sekillerdeki
hepatositler, yapis1 bozulmus hepatositler, dikkati ¢cekmekteydi. Ligasyon ve tedavi

gruplarinda lipid damlacigi iceren klasik HSC hiicreleri tespit edilememistir.
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SONUC VE ONERILER

Calismada safra kanal ligasyonuna bagli ortaya ¢ikan tikanma sariliginin, karaciger
dokusunda nekroz ve fibrozise yol actig1 gosterilmistir. Tedavinin en 6nemli asamasi
tikanmanin ortadan kaldirilmasi olmakla beraber, bu siirecin en az hasar ile
atlatilmasi i¢in, bazi ilaglarin antioksidanlarin ve vitaminlerin kullanilmasinin faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle ortaya cikan inflamasyon, parenkimal ve
parenkimal olmayan hiicreleri aktive ederek nekroz ve fibrozise gidisi
tetiklemektedir. Olusan  serbest oksijen radikalleri hiicresel bozulmay1
hizlandirmakta, aktiflesen yildizs1 hiicrelerden kollajen ve matriks iiretimi
artmaktadir. Karaciger fibrozisinin engellenmesi veya azaltilmasi i¢in bu gelisim
basamaklarindan birisine etkili olabilecek bir tedavi protokolii uygulanmalidir.
Deneysel olusturulan bu modelde ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerine karsi
NAC ve C vitamini kullanilmigtir. Tek bagina NAC’ 1n veya C vitamininin fibrozisi
engelleyici 0Ozelligi saptanmamistir. NAC+C vitamini uygulanan grupta ise
fibrozisin, ligasyon grubuna goére biraz daha hafifledigi 151k mikroskopik olarak
tanimlanmistir. Fibrozisin azaltilmasinda en belirgin etki klinikte immunsupresif
olarak kullanilan rapamisin ile tedavi edilen grupta elde edilmistir. Bu grupta,
fibrotik ve nekrotik alanlarin azaldigi, glikojen igeren hepatositlerin arttigi, safra
kanal epitelinde proliferasyonun azaldig1 ve apoptotik hiicrelerin artmis oldugu tespit
edilmistir. Biyokimyasal olarak da rapamisinin, tikanma sariliginda tan1 koydurucu
olan direk bilirubin ve GGT degerlerini anlamli olarak azalttig1 saptanmistir.
Rapamisin, fibrozisi tam olarak engelleyemese de, tedavi siirecinde zaman
kazanilmasi ve zedelenme derecesinin azaltilmasi yoniinden tercih edilebilir. Farkl
dozlarda ve siirelerde yapilacak ¢aligmalarin, rapamisinin antifibrotik tedavide
yaygin olarak kullanilabilmesi icin daha detayli bilgilerin elde edilmesini

saglayacaktir.
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