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1. OZET

Kanser hastalar1 i¢in kemoterapdtik bir ila¢ olan siklofosfamid, aymi
zamanda organ transplantasyonlarinda immiinosupresant olarak kullanilmaktadir.
Siklofosfamid ayrica romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve multipl
skleroz hastaliklarinin  tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Siklofosfamidin de i¢inde yer aldigi antikanser ilaglar, terapotik etkinliklerinin
yan1 sira ¢esitli organlarda olusturduklar toksisiteden dolay1 ciddi yan etkilere yol
acmaktadirlar. Biz bu deneysel arastirmada, siklofosfamidin karacigerde
olusturdugu yapisal hasari, vitamin D3’lin oksidatif stresi azaltarak, bu hasari
Onleyip 6nleyemeyecegini belirlemeyi amagladik.

Bu amagla ¢alismada 24 adet Wistar-Albino cinsi erkek sicanlar kullanildi.
Siganlar; kontrol grubu (Grup 1), intraperitoneal (i.p) olarak 200 mg/kg tek doz
siklofosfamid uygulanan grup (Grup II), i.p olarak 200 mg/kg tek doz
siklofosfamid ile birlikte 7 giin boyunca oral gavajla 50 IU/kg/giin vitamin D3
uygulanan grup (Grup III) ve 7 giin boyunca oral gavajla 50 IU/kg/gilin vitamin D3
uygulanan grup (Grup IV) olmak iizere 4 gruba ayrildi. Denekler 7 gliniin
sonunda anestezi altinda servikal dekapitasyon yoluyla 6tenazi edildi. Otenaziden
hemen sonra hizlica batin agilarak karaciger rezeke edildi. Cikarilan karaciger
dokular1 histokimyasal ve TUNEL teknikleri ile incelenmek igin hazirlandi.
Calismanin bulgular1 Olympus BH2 fotomikroskopta incelenip fotograflandi.

Siklofosfamide maruz kalan siganlarin doku kesitlerinde, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, inkliizyon cisimcikleri, heterokromatik  ¢ekirdekli
hepatositler, bag dokusu artisi, hemoraji ve vaskiiler konjesyon gozlendi.

Periportal alanda makrovezikiiler yaglanma, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler



konjesyon ile birlikte hepatositlerdeki glikojen depolarinin tiikenmesi ayirt edildi.
Siklofosfamid ile birlikte vitamin D3 uygulanan grupta ise hepatositlerdeki
glikojen igeriginin siklofosfamid grubuna gore daha belirgin oldugu fakat
vaskiiler konjesyonun devam ettigi gozlendi.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamasinin 1s1k
mikroskobunda incelenmesi sonucunda grup I1I’de endotelyal hiicrelerin, Kupffer
hiicrelerinin ve v. santralis etrafindaki hepatositlerin +3 pozitiflik gosterdigi
saptand1. Grup III’te ise bu hiicrelerin TUNEL pozitifligi +2 yayginliginda ayirt
edildi.

Sonug olarak siklofosfamid ile olusturulan karaciger hasarina kars1 vitamin
Ds’lin profilaktik olarak kullanilabilecegi gozlendi. Bdylece siklofosfamid

tedavisi gerektiren hastaliklarda ortaya ¢ikabilecek yan etkiler azaltilabilir.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, Karaciger Hasari, Vitamin Ds,

TUNEL



2. ABSTRACT

EFFECTS OF VITAMIN D; ON LIVER DAMAGE INDUCED BY
CYCLOPHOSPHAMIDE

Cyclophosphamide is used as chemotherapeutic drug for patients with
cancer, but also has been used as immunosuppressant in organ transplantations.
Moreover cyclophosphamide has been widely used in the treatment of rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus and multiple sclerosis too. Anticancer
drugs including cyclophosphamide, despite to therapeutic efficacy leads to
adverse side effects in various organs due to their toxicity. In this experimental
research we aimed to determined liver damage induced by cyclophosphamide and
whether vitamin D3 has capability to prevent structural injury of liver by reducing
oxidative stress or not.

Twenty-four male Wistar-Albino rats were used in this study. Rats were
divided into four groups. Group | was used as control, rats in group Il were
injected 200 mg/kg single dose cyclophosphamide intraperitoneally (i.p) whereas
rats in group 111 were injected 200 mg/kg single dose cyclophosphamide plus oral
501U/kg/day vitamin D3 for 7 days. Rats in the group IV were administred orally
501U/kg/day vitamin D3 for 7 days. At the end of the experiment, all animals
were killed by decapitation under the anesthesia and their livers were removed.
Liver tissues were prepared for analysis of histochemical and TUNEL techniques.
Results of study examined and photographed in Olympus BH2 photomicroscope.

Tissue sections of rats exposured with cyclophosphamide had

mononuclear cell infiltration, inclusion bodies and condensed nuclei in the



hepatocytes, increased connective tissue, haemorrhage and vascular congestion.
Moreover in the periportal areas macrovesicular steatosis, sinusoidal dilatation,
vascular congestion and depletion of glycogen stores were observed. However,
those histopathological changes were reduced with the coadministration of
cyclophosphamide and vitamin D3. Glycogen contents of hepatocytes were more
evident but vascular congestion was also prominent in this group.

TUNEL stained sections examined under light microscope. The
endothelial cells, Kupffer cells and hepatocytes around the v. centralis of group 1l
had TUNEL positive (+3). TUNEL positivity (+2) of Kupffer cells and
hepatocytes around the v. centralis and endothelial cells were reduced by vitamin
D3 in the group I11.

In conclusion, vitamin D3 can be used a prophylactic supplement due to its
protection capability against cyclophosphamide-induced liver damage. Thus,
adverse side effects may be reduced in diseases that require cyclophosphamide

treatment.

Key Words: Cyclophosphamide, Liver Damage, Vitamin D3, TUNEL



3. GIRIS

3.1. Karaciger Anatomisi

Viicuttaki en biliyiik bez olan karaciger, karin boslugunun iist tarafinda,
regio hypochondriaca (hypochondrium) dextra’nin tiimiinii, regio epigastrica’nin
(epigastirum) biiyiik bir kismini1 doldurur. Regio hypochondriaca sinistra’da ise
linea medioclavicularis sinistra’ya kadar uzanir. 25-30 cm uzunlugunda olan
karacigerin sag tarafi 6n-arka yonde 14-16 cm, ylksekligi ise 8 cm kadardir.
Karaciger erkeklerde 1400 ila 1800 gr, kadinlarda ise 1200 ila 1400 gr kadardir.

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak tizere iki
yiizl vardir:

1) Facies diaphragmatica: Biiyiik olan bu yiiz diafragma ile komsudur ve
baktig1 yonlere gore boliimlere ayrilir.

Pars superior, facies diaphragmatica’nin iist kismidir. Bu yiiz diafragma
kubbesi araciligi ile sag tarafta pleura ve akcigerle, sol tarafta da pericardium ve
kalp ile komsudur.

Pars anterior, karacigerin diafragmatik yiiziinlin 6n boliimidiir. Bu bolim
sag tarafta 6.-10. kaburgalar ile sol tarafta ise 7.—8. kaburgalarla komsudur.

Pars posterior, sag tarafta genis ve kiint, sol tarafta ise dardir. Orta kismi
omur govdeleri lizerine oturdugu i¢in konkavdir.

Pars dextra, diafragmatik yiiziin peritonla ortiilii sag kismidir. Bu boliim
diafragma aracilig ile kaburgalarla komsudur (1).

2) Facies visceralis: Karacigerin karin organlar ile komsu olan konkav alt
yiiziine facies visceralis denilir. Bu yliz arkaya, asagiya ve biraz da sol tarafa

bakar. Tespit edilerek ¢ikarilmig karacigerin visseral yiiziinde, komsu oldugu



organlarin izleri bulunur. Bu yiiziin ortalarinda porta hepatis denilen biiyiik bir
gecit bulunur. Porta hepatis’ten v. portae hepatis ve etrafindaki sinir agi ile birlikte
a. hepatica propria’nin dallar girer, safra kanallar1 ile lenf damarlar1 da ¢ikarlar.

Karacigerin arka ve alt olmak iizere iki kenar1 vardir:

1) Arka kenar, facies visceralis ile facies diaphragmatica arasinda arka
tarafta olusan kenardir.

2) Alt kenar, facies visceralis ile facies diaphragmatica arasinda on,

kismen de yan tarafta olusan kenardir (1).

3.1.1. Karacigerin Loblari

Karaciger, icinde safra kesesi ve vena cava inferior’un oldugu ¢ukurlar ile
sag ve sol loblara ayrilir. Lobus hepatis dexter biiyiik ama tek bir lobdur, lobus
hepatis sinister ise daha kiigiiktlir ve lobus quadratus ve lobus caudatus’u da igine
alr:

e Lobus quadratus visseral yiiziin Ust kisminda goriiliir ve sol taraftan
fissura ligamenti teretis, sag taraftan fossa vesicae biliaris ile
cevrilidir.

e Lobus caudatus visseral yiiziin alt kisminda goriiliir ve sag taraftan da

sulcus venae cavae ile ¢evrilidir (2).



Safra kesesi . Kuadrat Karaciger
. Inferior Gériiniis

_Sistik kanal
Heptik kanal

Safra kanall Vena kava inferior lob

Sekil 1. Karacigerin alttan goriiniimii (3)

3.1.2. Baglan

Karaciger diafragmanin alt yiizline ve karin 6n duvarina 6 bag araciligi ile
tutunur. Bunlardan besi (lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig. hepatorenale,
lig. triangulare dextrum ve lig. triangulare sinistrum) peritoneumun olusturdugu
baglardir. Birisi de (lig. teres hepatis) embriyolojik v. umblicalis’in kapanmasi ile
olugsan bagdir. Karaciger ayrica peritoneal bir yapt olan omentum minus (lig.
hepatogastricum ve lig. hepatoduodenale) araciligi ile mide ve duodenuma

baglanir (1).

3.1.3. Arterleri
Karacigeri a. hepatica propria besler. Bu arter, truncus coeliacus’un bir
dali olan a. hepatica propria’nin bir dalidir. Lig. hepatoduodenale iginde v. portae

hepatis ve ductus choledochus ile birlikte uzanan bu arter, porta hepatis’e gelince



ramus dexter ve ramus sinister olmak {izere iki dala ayrilir. V. portae hepatis’in

dallari ile birlikte karacigerde dagilir.

3.1.4. Venleri

Karacigerin v. portae hepatis ve vv. hepaticae olmak iizere iki grup veni
vardir. V. portae hepatis, v. mesenterica superior ile v. linealis’in birlesmesiyle
olusur. A. hepatica propria ile birlikte lig. hepatoduodenale i¢inde uzanarak porta
hepatise’e gelir. Karacigerde a. hepatica propria’nin dallari ile birlikte uzanir ve
sonunda, beraber seyrettigi arterle birlikte v. centralis’e acilir. V. centralis’ler
birleserek v. hepatica’lar1 olustururlar. Bu venler porta hepatis’ten giren kanlar1 v.

cava inferior’a tagirlar (1).

3.1.5. Lenf Drenaji

Karacigerin derinlerinden gelen lenf damarlarinin ¢ogu porta hepatis’e
gelerek buradaki nodi lymphatici hepatici’ye acilirlar. Bunlarin bir kismi da safra
kesesi boynunun etrafindaki nodus cysticus ile foramen bursa omentalis
cevresindeki lenf nodiillerine (nodus foraminalis) acilir. Nodi lymphatici
hepatici’den ¢ikan lenf damarlar1 da nodi lymphatici coeliaci’den gegerek ductus
thoracicus’a agilirlar. Derin lenf damarlarinin bir kismi v. hepaticala’r1 takip
ederek diafragmadaki foramen venae cavae’ye gelirler. Bu lenf damarlari nodi
lymphatici phrenici superiores’e, buradan da nodi lymphatici parasternales’e
acilirlar. Karacigerin yiizeyel lenf damarlarinin ¢cogu porta hepatis’e giden derin
lenf damarlar1 ile birleserek nodi lymphatici hepatici’ye, daha sonra da nodi

lymphatici coeliaci’ye agilirlar. Area nuda’dan kaynaklanan lenf damarlari,



diafragmaya gecer. Onde sternumun hemen yanindan, arkada ise foramen venae
cavae’den goOgiis bosluguna gecerek nodi lymphatici phrenici superiores, nodi
lymphatici mediastinales anteriores ve posteriores’e agilirlar. Buralardan ¢ikan

lenf damarlar1 da truncus lymphaticus dexter ve ductus thoracicus’ a agilirlar.

3.1.6. Sinirleri

Sempatikleri nn. slanchnici’den, parasempatikleri ise sag ve sol n.
vagus’tan gelir. Bu lifler 6nce plexus coeliacus’u olustururlar. Buradan ¢ikan lifler
a. hepatica propria ve v. portac hepatis etrafinda plexus hepaticus adi altinda
karacigere gider. Hepatik damarlarda sadece sempatik liflerin bulundugu, buna
karsilik safra kanallar1 ve safra kesesinde ise her ikisinin de bulundugu
belirtilmektedir. Sensitif lifler, sempatik liflerle birlikte uzanir ve 8.-11. torakal
medulla spinalis segmentlerine gider. Karacigeri Orten peritonda sag n.

phrenicus’un dallar1 dagilir (1).

3.2. Karacigerin Fizyolojisi

Karacigerin 6nemli bir islevi, gastrointestinal kanaldan gelen kan ile
viicudun diger kisminda kalan kan arasinda filtre gorevi yapmaktir (4).
Karacigerin islevsel birimi birka¢ milimetre uzunlugunda 0,8-2 mm ¢apinda ve
silindirik yapida olan karaciger lobiiliidiir. Insan karacigerinde 50.000-100.000
adet lobiil bulunur (5).

Karaciger lobiilleri, hepatik venlere, oradan da vena kavaya bosalan bir
santral venden etrafa dogru uzanan hepatik hiicresel plaklardan yapilidir. Her bir

hepatik plak genellikle iki hiicre kalinligindadir. Komsu hiicreler arasinda bulunan



kiiciik safra kanalciklari, komsu karaciger lobiillerini ayiran fibréz bolmeler
i¢indeki safra kanallarina dokiiliir.

Bolmeler i¢indeki kiigiik portal veniiller, portal venler yolu ile
gastrointestinal kanaldan ayrilan venlerden kanlanirlar. Kan, bu veniillerden
hepatik plaklar arasinda dallanarak uzanan yassi hepatik sintlizoidlere, oradan da
santral vene dokiiliir. Boylece, karaciger hiicreleri siirekli olarak portal ven6z kana
maruz kalirlar. Interlobiiler septalarda hepatik arteriyoller de yer almaktadir. Bu
arteriyoller komsu lobiiller arasindaki septal dokularin arteriyel kanini saglarlar ve
cogu kez interlobiiler septadan lobiiliin uzunlugunun ticte biri kadar bir uzaklikta
dogrudan hepatik siniizoidlere bosaltirlar.

Venoz siniizoidler tipik endotel hiicreleri ve biiyiikk Kupffer hiicreleri
(retikiiloendotelyal hiicre de denir) olmak {izere iki tip hiicre ile ddselidir. Bir
makrofaj tipi olan Kupffer hiicreleri hepatik siniis kanindaki bakteri ve diger
yabanci maddeleri fagosite ederler. Siniizoidleri ¢evreleyen endotel hiicrelerinde
hemen hemen 1 mikron ¢apinda ¢ok genis porlar bulunur.

Bu tabakanin altinda, endotel hiicreleriyle karaciger hiicreleri arasinda ¢ok
dar bir doku aralig1 vardir ve bu araliga ayn1 zamanda perisiniizoidal aralik olarak
da bilinen Disse aralign adi verilir. Interlobiiler septalarda, milyonlarca Disse
arali@1 lenfatik damarlara baglanir. Bu sayede, bu aralardaki sivinin fazlasi
lenfatik damarlar yardimiyla uzaklastirilir. Endotelin biiylik porlar1 nedeniyle
plazmadaki maddeler serbestge Disse araligina gegebilir. Hatta plazma

proteinlerinin biiyiik boliimleri de bu araliga serbestce diffiize olabilir (5).
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3.2.1. Karacigerin Damar ve Lenf Sistemleri

Karacigere kan, portal ven ve hepatik arter yoluyla ulasir. Karacigerde kan
akimi yiiksek, vaskiiler direng diistiktiir. Karacigere yaklasik olarak dakikada
1050 ml kan portal ven yoluyla gelir ve siniizoidlere dokiiliir. Buna ek olarak
dakikada 300 ml kan hepatik arter yoluyla gelir ve boylece toplam kan hacmi
1350 ml/dak’ya ulasir. Bu miktar kalp debisinin % 27’sini olusturur (5).

Insanlarda portal vendz basing normalde yaklasik 10 mmHg ve hepatik
vendz basing da 5 mmHg’dir. Siniizoidlerde birlesen hepatik arter dallarinda
ortalama basing yaklagik 90 mmHg’dir, ancak siniizoidlerdeki basing, portal
vendz basingtan diisiiktiir, bdylece hepatik arteriyoller boyunca belirgin bir basing
diisiisii olusur. Bu basing diisiisii, hepatik arteriyel kan akimi ile portal vendz kan
akimi arasinda ters bir iligki olacak sekilde ayarlanmistir (4).

Karacigerin parankim hiicreleri tahrip oldugunda, bunlarin yerini fibrotik
doku alir. Fibroz doku kan damarlarini daraltir ve portal vende kan akimin1 azaltir.
Bu hastalik durumu karaciger sirozu olarak bilinir. Siklikla alkolizme baglidir (5).

Karaciger genisleyebilen bir organ oldugu i¢in, kendi kan damarlarinda
bliylik miktarlarda kan depolayabilir. Hepatik venlerdeki ve hepatik siniislerki kan
ile birlikte karaciger normal kan voliimii 450 mm yani yaklasik olarak viicudun
toplam kan hacminin % 10’u kadardir. Sag atriyumda basing yiikseldigi zaman
karacigerde de basing artar ve karaciger genisleyerek 0,5 ile 1 litre daha fazla kan
cok az olarak hepatik venler ve siniislerde depo edilir. Bu, 6zellikle periferik
konjesyonlu kalp yetmezliginde meydana gelir. Aslinda, karaciger kan hacmi

azaldiginda ek kan saglama yetenegi olan ve kan hacmi asir1 sekilde arttiginda ise
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onemli bir kan deposu olarak gorev yapabilen biiyiik, genisleyebilen bir venoz
organdir.

Hepatik siniizoidlerin porlar1 ¢ok gecirgen oldugundan hem sivi, hem de
proteinler Disse araliklarina kolayca gegebilirler. Karacigerden gelen lenf yaklagik
6 gr/dl protein igerir ve bu da plazmadaki protein konsantrasyonundan biraz
disiiktiir. Ayrica karaciger siniizoid epitelinin asir1 permabilitesi, ¢ok fazla
miktarda lenf olusumuna yol agar. Boylece dinlenme kosullarinda, viicutta olugan

lenfin yaklasik yarisi karacigerden kaynaklanmaktadir.

3.2.2. Karaciger Kiitlesinin Diizenlenmesi - Yenilenmesi

Hasarl1 olan bolge viral enfeksiyon ya da inflamasyon ile karsilasmadigi
siirece, kismi hepatektomi veya akut karaciger hasarindan sonra anlamli hepatik
doku kayb1 oldugunda, karaciger kendi kendini olaganiistii bir sekilde yenileme
yetenegine sahiptir. Karacigerin % 70’nin ¢ikarildigr kismi hepatektomi sonrasi
kalan loblarin biiyliyerek karacigerin orjinal boyutuna gelmesini sagladigi
bilinmektedir. Bu yeniden olusum, olaganiistii bir sekilde hizlidir ve siganlarda 5-
7 giin arasinda gergeklesir. Karacigerin yeniden olusumu sirasinda, hepatositlerin
bir veya iki kez boliindiigli tahmin edilmektedir ve karaciger 6zgilin boyutuna
ulastiginda hepatositler eski sakin haline donerler (5).

Karacigerin bu hizli yeniden olusumunun kontrolii heniliz tam
anlagilmamigtir, fakat hepatosit biiytime faktorii (HBF) karaciger hiicresinin
boliinmesine ve biiylimesine yol acan 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir.
HBF hepatositler tarafindan degil, karaciger ve diger dokulardaki mezenkimal

hiicreler tarafindan tretilir. Kismi hepatektomiden sonra HBF’nin kan seviyeleri
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20 kattan daha fazla ytikselir, fakat mitojenik cevaplar bu operasyonlardan sonra
genellikle sadece karacigerde vardir; HBF’nin sadece etkilenmis organda aktif
hale gelebilecegi ileri siiriilmektedir. Diger biiylime faktorleri, 6zellikle epidermal
biliyiime faktorii, timor nekrozis faktor (TNF) ve interlokin-6 gibi sitokinler
karaciger hiicrelerinin yenilenmesini uyarmada yer alabilir.

Karaciger normal boyutuna dondiikten sonra hepatik hiicre boliinmesi sona
erer. Karaciger hiicre ¢ogalmasinda hepatik hiicreler tarafindan salgilanan bir
sitokin olan transforme edici biiyiime faktoriiniin giiclii bir baskilayic1 olmasina
ragmen, heniiz  karaciger  yenilenmesindeki  faktorler tam  olarak
anlagilmamaktadir.

Fizyolojik deneyler, karaciger biiylimesinin viicut biyiikligi ile ilgili
bilinmeyen bazi sinyallerle hassas sekilde diizenlendigini, bu sekilde en uygun
metabolik islev i¢in uygun olan karaciger-viicut oraninin korundugunu
gostermektedir. Fibrozis, inflamasyon ya da viral enfeksiyonlarla iliskili karaciger
hastaliklarinda ise karacigerin yeniden olusum siireci ciddi bir sekilde hasar goriir

ve karaciger islevi bozulur.

3.2.3. Karacigerin Makrofaj Sistemi - Karacigerin Kan Temizleme
Islevi

Barsak kapillerlerinden akan kan, barsaklardan bircok bakteriyi de
beraberinde gotiiriir. Gergekten de, karacigere girmeden Once portal venlerdeki
kan orneginden kiiltiir yapildigi zaman hemen hemen daima kolon basili trer.

Oysa sistemik dolasimdaki kanda kolon basili liremesi son derece nadirdir (5).
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Hepatik venoz siniislerde yer alan, biiyiikk fagositik makrofajlar olan
Kupffer hiicrelerinin hizlandirilmig 6zgiil video filmleri, bu hiicrelerin siniisler
icinden gegen kani son derece etkili bir sekilde temizleyebildiklerini gostermistir.
Bakteriler Kupffer hiicrelerine temas ettigi zaman, 0,01 saniyeden daha az siirede
Kupffer hiicrelerinin duvarindan igeriye girerek sindirilinceye kadar orada tutulur.
Barsaklardan portal kana girerek karaciger icinden gecip sistemik dolasima

ulagmay1 basaran bakterilerin sayis1t muhtemelen % 1’den fazla degildir.

3.2.4. Karacigerin Metabolik islevleri

Karaciger hiicreleri ¢ok yiiksek bir metabolizma hizina sahip kimyasal
aktif bir havuz olustururlar. Burada cesitli metabolik sistemler, substrat ve
enerjilerini paylasirlar. Viicudun diger bolgelerine taginacak bir¢ok madde sentez

edilir, islenir ve diger bircok metabolik islev yiiriitiliir (5).

3.2.4.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karaciger glikoz tampon islevi olarak da adlandirilan asir1 glikozu kandan
cekmek ve gerektiginde kana geri vermek yoluyla yemekten sonraki donemlerde
kan glikoz diizeylerinin stabilitesinin diizenlenmesinde temel rol oynamaktadir
(4). Karbonhidrat metabolizmasinda karaciger su islevleri yiiriitiir: Biiyiik
miktarlarda glikojen depolama, galaktoz ve fruktozu glikoza c¢evirme,
glikoneogenezis, karbonhidrat metabolizmasinin ara iiriinlerinden bir¢ok 6nemli

kimyasal maddelerin olusturulmasidir (5).
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3.2.4.2. Yag Metabolizmasi

Yag metabolizmasi viicuttaki biitiin hiicrelerde yliriitiilmesine ragmen, bu
metabolizmanin bazi islemleri baglica karacigerde yapilmaktadir. Karacigerin yag
metabolizmasindaki 6zgiil gérevleri soyle 6zetlenebilir: Diger viicut islevleri i¢in
enerji saglamak iizere yag asitlerinin oksidasyonu, biliyiik miktarda kolesterol,

fosfolipit ve lipoprotein sentezi, karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezidir.

3.2.4.3. Protein Metabolizmasi

Viicut, karacigerin protein metabolizmasina katkisi olmaksizin, ancak
birkac¢ giin 6lmeden dayanabilir. Karacigerin protein metabolizmasindaki baglica
islevleri sOyle siralanabilir: Aminoasitlerin deaminasyonu, iire olusumu ile
amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasi, plazma proteinlerinin olusumu,
viicuttaki metabolik olaylar i¢in O6nemli aminoasitlerin ve oteki maddelerin

birbirine doniistimleridir.

3.2.5. Karacigerin Diger Metabolik Islevleri

3.2.5.1. Vitaminlerin Depo Edilmesi

Karacigerin vitaminleri depo etme 6zelligi vardir. Hastalar1 tedavi etmede
karacigerin 1y1 bir vitamin kaynagi oldugu uzun siireden beri bilinmektedir.
Karacigerde en fazla depo edilen A vitaminidir. Ancak, normal olarak biyiik
miktarda D vitamini ve Bj, vitamini de depo edilir. Karaciger, A vitamini
eksikligini on ay gibi uzun bir siire dnlemeye yetecek kadar, A vitamini depo
edebilir. D vitamini eksikligini lig-dort ay onleyecek kadar, By, vitaminini ise en

az bir y1l ya da daha uzun bir siire eksikligi dnleyecek kadar depo edebilir (5).
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3.2.5.2. Karacigerin Demiri Ferritin Seklinde Depolamasi

Viicutta, kandaki hemoglobinde bulunan demir disinda, demirin en biiyiik
bolimii normalde karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Karaciger
hiicrelerinde, demirle az ya da ¢ok miktarlarda birlesebilen bir protein olan
apoferritin bol miktarda bulunur. Bdylece, viicut sivilarinda demir miktar1 arttigi
zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve gerektiginde baska bir yerde
kullanilmak {izere hepatik hiicrelerde saklanir. Dolasimdaki viicut sivilarinda
demir diisiik bir diizeye indiginde ferritin, demiri serbestletir. Bdylece,
karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu gorevi yaptig gibi, kan

demirinin tamponu islevini de yiiriitiir.

3.2.6. Kan Pihtilagsmasi ile Karacigerin Tliskisi

Karacigerde yapilan ve pihtilasma isleminde kullanilan maddeler;
fibrinojen, protrombin, akselerator globiilin, faktér VII ve birgok diger onemli
koagiilasyon faktorleridir. Karacigerde protrombin, faktér VII, IX ve X’un
olusumundaki metabolik olaylar K vitamini gerektirir. K vitamini yoklugunda bu
maddelerin konsantrasyonu ¢ok diistiiglinden pihtilasma hemen hemen tamamen

ortadan kalkar (5).

3.2.7. 1laglarm, Hormonlarin ve Diger Maddelerin Karaciger
Tarafindan Uzaklastirilmasi

Karaciger ¢ok sayida detoksifikasyon ve atilma reaksiyonlarina katilir. Bu
islemlerin en 6nemli iki tanesi amonyak ve etanoliin uzaklastirilmasidir ve gesitli

biyotransformasyonlara da aracilik eder (6). Karacigerdeki aktif kimyasal ortamin

16



sulfonamid, penisilin, ampisilin ve eritromisin gibi ¢esitli ilaglar1 zehirsizlestirerek
safra ile viicuttan wuzaklastirdigi iyi bilinmektedir. Aymi sekilde i¢ salgi
bezlerinden salgilanan Ostrojen, kortizol, aldosteron gibi tiim steroid hormonlar ve
tiroksin de karaciger tarafindan ya kimyasal olarak degistirilir ya da atilir. Boylece
karaciger harabiyetinde, ¢ok defa bu hormonlardan birinin ya da bir¢ogunun viicut
stvilarinda birikmesi, hormonal sistemin asir1 faaliyetine yol acar.

Son olarak, viicuttan atilan kalsiyum da oOnce karacigerden safraya

salgilanir, daha sonra barsaga gecgerek diskiyla uzaklastirilir (5).

3.3. Karacigerin Embriyolojisi

Karaciger, safra kesesi ve safra kanali sistemi 4. haftada 6n barsagin
kaudal kismindan ventral bir ¢ikinti seklinde (hepatik ¢ikint1) olusmaya baglar.
Hepatik ¢ikinti gelismekte olan kalp ve orta barsak arasinda yer alan splanknik
mezoderm kitlesi olarak septum transversum igerisine dogru uzar. Hepatik ¢ikinti
genisler ve ventral mezogastriumun tabakalar1 arasinda biiylimesine devam
ederken, ventral mezogastriumu iki kisma ayirir: Genis olan ve hepatik ¢ikintinin
kraniyal kisminda yer alan kisim karacigerin oncii yapist (primordium) olarak
adlandirilir (7). Hepatik divertikiil veya karaciger tomurcugu olarak bilinen bu
olusum, perikard boslugu ve yolk kesesi sapi arasinda yer alan septum
transversumu penetre eden hizli proliferasyon gosteren hiicre dizilerinden
meydana gelir. Bu hiicreler septumu delmeye devam ederken, hepatik divertikiil
ile duodenum arasindaki baglant1 daralarak safra kanallarini olusturur (8). Sayica
artan endodermal hiicreler birbirine ge¢mis sekilde hepatosit plaklarini ve safra

aparatusunun intrahepatik kisminin epitelyum Ortiisiinii olustururlar. Hepatosit
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kordonlari, karaciger siniizoidlerinin Oncii yapist olan endotel ile doseli
bosluklarin ¢evresinde anastomoz yaparlar (7). Safra kanalinin ventral yiiziinden
kiiciik bir ventral ¢ikint1 safra kesesi ve sistik kanal haline gelir. Gelisimin daha
sonraki donemlerinde, epitelyal karaciger kordonlar1 vitellin ve umblikal venlere
karigsarak hepatik siniizoidleri meydana getirir. Karaciger kordonlar1 parankim
icine farklanarak, safra kanallarin1 déser. Hemopoietik hiicreler, Kupffer hiicreleri

ve bag dokusu hiicreleri septum transversum mezoderminden tiirer (8).

3.3.1. Karaciger ve Peritonla Iliskisi

Gosterdigi hizli ve siirekli biiylime nedeniyle, karaciger bir siire sonra
septum transversum sinirlari i¢ine sigmayacak boyuta erigir ve karin bosluguna
dogru tasmaya baslar. Karin 6n duvan ile karaciger arasinda yer alan septum
mezodermi gerilir, incelir ve falsiform ligament olarak bilinen membrani
olusturur. Baslangigta septum transversum mezodermi i¢inde yer alan umblikal
ven artik, falsiform ligamentin kaudal kenar1 boyunca uzanir. Benzer sekilde,
karaciger ve 6n barsak (mide ve duodenum) arasindaki septum mezodermi de
gerilir, membrandz bir yapi1 haline gelir ve kiigiik omentum (gastrohepatik ve
duodenohepatik ligamentler) adim1 alir. Kiiciik omentum ve falsiform ligament
birlikte, onbarsakla karin 6n duvari arasindaki peritoneal baglantiyi meydana
getirmeleri nedeniyle de ventral mezogastrium adini alir. Kiiglik omentum serbest
kenar1 boyunca safra kanallari, portal ven ve hepatik arter uzanir. Karaciger
yiizeyindeki mezoderm farklanarak, iist yilizdeki kiiciik bir alan diginda visseral
periton haline gelir. Bu alanda karaciger orjinal septum transversum ile iliskisini

devam ettirir. Bu kisimda yer alan septum, yogun bir mezensimal doku halindedir.
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Bu bolgeye temas eden karaciger yiizeyi peritonla hicbir zaman Ortiilmez ve

karacigerin ¢iplak bolgesi olarak bilinir.

3.3.2. Fetal Karacigerin Islevi

Karacigerin agirlign intrauterin yagamin 10. haftasinda, toplam viicut
agirliginin % 10°u kadardir. Organin agirligindaki bu fazlalik, kismen siniizoid
sayisinin yiiksekligine atfedilirse de, bir 6nemli etken de hemopoietik faaliyettir.
Bu donemde hepatik hiicrelerle damar duvarlar1 arasinda beyaz ve kirmizi
kiirelerin tiretildigi, proliferasyonla karakterize genis bir hiicre ag1 oldugu goriiliir.
Hemopoietik aktivite gebeligin son iki ayma kadar yavas yavas azalir ve geride
ancak birka¢ hemopoietik hiicre adasi kalir. Dogumda, karacigerin agirlig1 artik
toplam viicut agirliginin % 5°i kadardir.

Karacigerin bir baska onemli islevi de 12. haftadan itibaren hepatik
hiicrelerin safra liretmeye baslamasidir. Bu sirada, safra kesesi ve sistik kanal da
olusmus; sistik kanal hepatik kanalla birleserek koledok kanalini meydana

getirmis ve iiretilen safra, barsaga akabilme imkani bulmus olur (8).

3.4. Karacigerin Histolojisi

Karaciger ekzokrin ve endokrin sekresyon yapan bir organdir. Gerekli olan
maddeler ihtiya¢c durumunda gerekli yerlere gonderilmek iizere depolanir. Zararh
uriinler detoksifiye edilerek zararsizlastirilir. Karaciger, depoladigi maddeleri
gerektiginde kan dolasimina salgiladigindan dolay1 endokrin bir organ olarak,
urettigi safray1 kanallar araciligi ile duodenuma akittigindan dolayr da ekzokrin

bir organ olarak kabul edilir (9).
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3.4.1. Stroma

Karaciger, hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii olan Glisson
kapsiilii ile ortiiliidiir. Hilumda, organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol
hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger
lobiilleri arasinda sonlandiklar1 (ya da orjin aldiklar1) portal alanlara dek bag
dokusu ile c¢evrilmistir. Bu noktadan itibaren karaciger lobiillerindeki
hepatositlere ve siniizoidal endotel hiicrelerine destek saglayan ince bir retikiiler

lif ag1 olusur (10).

3.4.2. Karaciger Lobiilii

Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleri karaciger lobiilleridir.
Fonksiyonel olarak ii¢ farkli karaciger lobiilii tanimlanmistir. Geleneksel olarak en
cok kullanilan tanim klasik karaciger lobiiliidiir (9). Klasik karaciger lobiili, 0,7
x 2 mm boyutlarinda olan ve ¢evresinde portal araliklar (portal bosluk) ile
ortasinda santral ya da santralobiiler ven bulunan poligonal bir doku kitlesinden
olusur. Portal araliklar lobiillerin koselerinde yer alir ve bag dokusu, safra
kanallari, lenf damarlari, sinirler ve kan damarlar1 igerir (10). Hepatik arterin ve
portal venin dallari, bir safra kanali beraberliginde, hekzagonal karaciger lobiiliinii
cevreleyen portal alanda yer alan klasik portal triad1 olusturmaktadir (11). Insan
karaciger lobiiliinde 3-6 portal alan bulunur ve her bir portal alanda bir veniil
(portal venin bir dali); bir arteriyol (hepatik arterin bir dali); bir kanal (safra kanali
sisteminin bir parcgasi) ve lenfatik damarlar bulunur. Veniil, superior ve inferior
mezenterik venler ile dalak veninden gelen kani igerir. Arteriyoldeki kan

abdominal aortun ¢O6lyak dalindan gelir. Kiibik epitelle ortiilii olan kanal,
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parankimdeki hiicrelerden (hepatositler) gelen safray: tasir ve sonunda hepatik
kanal icine bosaltir. Lenf, bir ya da daha fazla lenfatikle taginir ve sonugta kan
dolagimina gecer. Bu yapilarin hepsi bir bag dokusu kilift i¢inde bulunur. Bazi
hayvanlarda (6rn. Domuz), lopguklar birbirlerinden bir bag dokusu tabakasi ile
ayrilir. Insanda bu sdz konusu degildir; lobiiller birbirleri ile yakin temasta
olduklart i¢in, kesin sinirlarin1 belirlemek oldukca giigtiir.

Karaciger lobiilii i¢indeki hepatositler 1sinsal olarak dizilmis ve hiicreler
bir duvarin tuglalarina benzer bigimde diizenlenmistir. Bu hiicre plaklar1 lobiiliin
periferinden merkezine dogru yonlenmislerdir. Labirent seklinde ve silinger
benzeri bir yap1 olusturacak bicimde anastomozlasirlar. Bu plaklar arasindaki
boslukta karaciger siniizoidleri adi verilen Kkapillerler bulunur. Siniizoidal
kapillerler sadece kesintili pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak
genislemis damarlardir (10). Lobiiliin periferinin son sirasindaki hepatositler ile
bag dokusu elemanlar1 arasinda kalan dar mesafeye Mall mesafesi denir. Bu
alanin karaciger lenfinin kaynaklandigi alanlardan biri oldugu diistiniilmektedir
9).

+—— Hepatik arterin dali

Hepatik portal ven
Safra kanali

Karaciger kordonlari o

Sekil 2. Karaciger lobiiliiniin yapilanmasi (12).
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Portal lobiil ise ii¢ santral ven arasinda yer alan liggen sekilli alandir.
Ortada portal alan bulunur. Bu lobiiliin tanimlanmasi karacigerin ekzokrin
fonksiyonunu vurgulamak i¢in uygundur. Bilindigi gibi hepatositlerde iiretilen
safra, karacigerin ekzokrin {iriinlerinden biridir. Safra kanalikiilleri ve safra

kanallar1 aracilig1 ile duodenuma atilir (9).
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Sekil 3. Karaciger lobiiliiniin histolojik siniflandirilmasi (3)

3.4.3. Karaciger Asiniisiiniin Yapisi ve Islevi

Karaciger lobiil yapisinin bir diger kavrami da, karaciger parankiminin
portal venin ug¢ dallarindan ve hepatik arterden beslenmesiyle baglantili olarak
tanimlanan ve oval-elmas sekline sahip sahalar olan karaciger asiniisleridir. Klasik
karaciger lobiiliine gore daha kiigiiktiirler ve daha zor gortliirler fakat, islevsel ve
klinik yonlerden kullanighlardir. Ciinkii ¢ogu hastalikta goriilen metabolik ve
patalojik degisiklikler, en 1yi bu yapilar ilizerinden agiklanmaktadir. Bir karaciger
asiniisliniin kisa ekseni, iki klasik karaciger lobiiliiniin sinirlar1 arasinda uzanirken,
uzun ekseniyse iki santral ven arasinda kisa eksene en yakin sanal bir ¢izgidir.
Asintisteki hepatositler, kisa eksenin etrafinda yer alan ve ayn1 merkezden disa
dogru yerlesime sahip (konsantrik) eliptik zonlardir. En igte yer alan zon 1 (birinci

bolge), portal veniilin ve hepatik arteriyoliin u¢ dallarina en yakin yerlesime
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sahiptir. Bu bolge kandaki oksijenin ve besin maddelerinin ilk alindig1 yer olup,
hepatositlerdeki glikojen ve plazma proteini liretiminin en fazla oldugu kisimdir
(13). Ayrica en Once rejenere olan ve en son dlen hiicreler bu alanda bulunur.
Safra kanali tikanikliklarindan en c¢abuk etkilenip morfolojik degisikliklere
ugrayan hiicreler de bu bolgedeki hiicrelerdir (9). Zon 3 (liciincii bolge) damar
uclarindan en uzak pozisyonda olup, zon 2 (ikinci bdlge) birinci ve iiglincli
bolgelerin arasinda yer alir (13). Ikinci zon karaciger asiniisiiniin santral
bolgesidir. Santral vene, 1. zondaki hiicrelere oranla daha yakindirlar. Ugiincii zon
klasik karaciger lobiiliinlin santral bolgesine uyar. Bu zonun hiicreleri santral vene
komsudur (9). Bu ii¢ bolgede yer alan ¢ogu karaciger enzimi i¢in, metabolik
etkinlik derecesi vardir. Ugiinci bolge daha az oksijen almaktadr.
Metabolizmanin degismesi durumunda iskemik nekrozun ve yag birikiminin ilk
goriilmeye basladigi yerdir. Ilag ve alkol detoksifikasyon alamidir (13). Ugiincii
zondaki hiicreler iskemiden cabuk etkilenir. Bu hiicrelerde yag birikimi de erken
ortaya c¢ikar. Toksik etkilerden ve safra kanal tikaniklarindan en ge¢ etkilenen
hiicrelerdir. Farkli zonlar arasinda hiicrelerin organel, enzim aktivitesi ve glikojen

biriktirme kapasiteleri agisindan farkliliklar vardir (9).

Zonlar  santral ven

Sekil 4. Karaciger lobiiliiniin fonksiyonel siniflandirilmasi (14)
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3.4.4. Karaciger Hiicresi (Hepatosit)

Hepatosit, bir hepatik lobiiliin fonksiyonel olan ekzokrin ve endokrin
hiicresidir (11). Hepatositler, santral venden perifere dogru ilerleyen 1sinsal hiicre
kordonlar1 seklinde dizilmis poligonal sekilli 6kromatik niikleuslu hiicrelerdir (9).
Genellikle merkezde yerlesik tek ¢ekirdege sahiptirler fakat iki ve ¢cok c¢ekirdekli
hiicrelere de siklikla rastlanmaktadir ve hiicrelerin yaklasik % 20 kadar1 iki
cekirdeklidir. Cogunlukla, ribozamal riboniikleik asit (RNA) yapiminda goérev
alan bir veya daha fazla sayida ¢ekirdekcikleri vardir (13). Hematoksilen eozinle
(H&E) boyanmis kesitlerde, ¢ok sayida mitokondri ve bir miktar diiz endoplazmik
retikulumun bulunmasi nedeniyle hepatositin sitoplazmasi eozinofiliktir. Portal
triadlardan farkli uzakliklarda bulunan hepatositler, yapisal, histokimyasal ve
biyokimyasal farkliliklar gosterir (10).

Bir karaciger epitel hiicresinin ii¢ islevsel yiizeyi vardir: Iki komsu
hepatositin biribirine bakan yan yiizlerindeki oluklardan safra kanalikiillerinin
meydana geldigi bir kanalikiiler ylizey, Disse araligina bakan mikrovilluslarla
kapl bir siniizoidal (emilim islevli) yiizey ve iki komsu hiicrenin birbirlerine
temas eden yiizeyinde yer alan tutunma islevine sahip bir yiizey (13).

Hepatositler metabolik olarak son derece aktif hiicrelerdir. Cesitli patalojik
durumlardan, toksik ajanlardan ve iskemiden kolay etkilenirler. Hiicreye zarar
veren ajanlarin en 6nemli hedeflerinden biri membran sistemi oldugundan dolay1
membrandan zengin endoplazmik retikulum, mitokondriyon gibi organelleri
cabuk zarar goriir. Endoplazmik retikulum dilatasyonu, mitokondriyon 6demi,
krista kaybi, miyelin figiir olusumu en sik rastlanan organel degisiklikleridir.

Hepatositler etkene bagli olarak apopitoz veya nekrozla oliime gidebilirler.
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Apopitozda membran parcalanmasi olmaksizin hiicreler apopitotik cisim olarak
bilinen parcalara boliinlirken, nekrozda membranlar pargalanip sitoplazmik
organeller interselliiler alana dokiiliirler (9).

Bir hepatositin iki adet hiicresel bolgesi bulunmaktadir: [1] bir bazolateral
bolge ve [2] apikal bolge:

Bazolateral bolge cok sayida mikrovillus igerir ve yiizii Disse araligina
dogrudur. Disse araligindaki fazla sivi, hepatik lobiiliin dis kisminda bulunan Mall
araligr tarafindan toplanir. Birbirine komsu hepatositlerin yan yiizeylerinde
bulunan gevsek baglanti kompleksleri (neksuslar), fonksiyonel acidan hiicreler
arasi igbirligi saglamaktadir.

Bazolateral bolge kandan kaynaklanan maddelerin emilimine ve plazma
proteinlerinin (alblimin, fibrinojen, protrombin ve koagiilasyon faktorleri V, VII
ve IX gibi) salgilanmasina katkida bulunur. Hepatositlerin, kan pihtilagsmasi i¢in
gerekli olan ¢ok sayida plazma proteinini sentezledigi unutulmamalidir. Kan
pthtilasma hastaliklari, karaciger hastalig ile iliskilidir.

Apaikal bolge mikrovilluslarla ¢evrelenmis bir girinti seklinde, hepatositin
ekzokrin bir iirlinii olan safranin disar1 kagisin1 6nlemek iizere kenarlar tikayici
baglantilarla sikica kapatilmis olan safra kanalikiiliiniin kenarin1 ¢evrelemektedir.

Hepatosit, plazma proteinlerinin sentezinde yer alan kaba endoplazmik
retikulumun yani sira, glikojen, lipid sentezi ve detoksifikasyon mekanizmalari ile
iligkili olan ¢ok 1iyi1 gelismis bir yap1 seklinde diizgiin yiizeyli endoplazmik

retikulum igerir (15).
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3.4.5. Hepatositlerin Ince Yapis1 ve Islevi

Hepatosit sitoplazmasi, islevsel durumuna bagli olarak ince yap1 ve
organel/inkliizyon igerigine gore belirgin farkliliklar gosterir. Sitoplazmadaki
yuvarlak, uzun sekilli, yass1 veya tlibiller kristaya sahip ¢ok sayida
mitokondriyon, ¢esitli hiicre islevlerinde kullanilmak {izere adenozin trifosfat
(ATP) sentezler. Serbest ribozomlar ve bol graniillii endoplazmik retikulum
yiginlari, protein sentezinde gorev alir. Cok sayidaki Golgi kompleksi, tipik
olarak safra kanalikiillerine veya c¢ekirdege komsu olarak yerlesiktir. Tibiillerin
ve sisternalarin dalli bir ag1 olan belirgin diiz yiizlii endoplazmik retikulum
(DER), siklikla diisiik yogunluklu lipoprotein kiirecikleri icermektedir. DER, ayni1
zamanda ila¢ detoksifikasyonu, glikojenin glikoza c¢evrilmesi ve kolesterol yapimi
icin de enzimler icermektedir. Sitoplazmada degisik miktarlarda depolanmis olan
glikojen, siklikla DER’e yakindir. Cesitli boyutlarda lipit damlaciklar1 ve sindirim
enzimleriyle dolu lizozomlar boldur ve peroksizomlar golgi kompleksine yakindir
(13).

Hepatositlerin  sitoplazmalarinda  siklikla — goriilen  peroksizomlar,
morfolojik ve fonksiyonel olarak mitokondriyonlara benzerlik gosterirler.
Mitokondriyonlar gibi oksijen kullanan organellerdir. Oksijen kullanimi
oksidazlar aracilig: ile serbest radikal olusumuna yol actigindan dolay1 bu zararl
son tirlinlerin de ortadan kaldirilmasit zorunludur (9). Peroksizomlar, membran ile
sartlmis olup, hidrojen peroksit aciga cikartan yiiksek miktarda oksidazlar
icermektedir. Hidrojen peroksitin toksik bir metabolit olmasi nedeni ile, katalaz
(CAT) enzimi bu lriinii oksijen ve su ac¢iga cikartacak sekilde yikima ugratir. Bu

katalitik olay, hepatositlerde ve bobrek hiicrelerinde meydana gelmektedir (15).
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Hepatositler, aktif sentez ve sekresyon yapan hiicreler olduklarindan
dolay1 organelden zengin olmalar1 dogaldir. Okromatik niikleus yapist da hiicre
aktivitesinin Onemli bir gostergesidir. Agraniiler endoplazmik retikulumlar
sayesinde zararli toksik maddelerin detoksifikasyonunu gergeklestirebilirler.
Toksik iriinler veya ilaglarin yikimi ve konjugasyonu igin gerekli enzimler,
agraniiler endoplazmik retikulum membranlarinda bulunmaktadir. Toksik ajanlara
maruz kalindiginda, alkol ve ila¢ kullanimi sonrasinda agraniiler endoplazmik
retikulum genisler. Agraniiler endoplazmik retikulum, kolesterol ve lipid
sentezinden sorumlu enzimleri de igerir.

Hepatosit sitoplazmasinda onlarca Golgi apparatusu bulunabilir. Bu
organelin Ozellikle safra kanalikiillerine yakin yerlesmesi safra sekresyonunda
rolii oldugunu akla getirmektedir. Yer yer graniiler endoplazmik retikulum
limeninde goriilen graniillere benzer yogun graniiller, Golgi keselerinde de
goriilmektedir. Bunlarin ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL) ve diger lipid
prekiirsorleri  oldugu disiiniilmektedir. VLDL’lerin  yapim yeri baslica
karacigerdir, az miktarda ince barsakta da sentezlenir. VLDL’ler trigliseridleri,
karacigerden diger organlara tasirlar. Dislik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve
yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) ise baslica plazmada iiretilirler, az miktarda
karacigerde de sentezleri s6z konusudur. LDL’ler Kkolesterol esterlerini
karacigerden diger organlara tasirlar. HDL’ler ise aksine kolesterolii periferik
organlardan karacigere tasirlar. HDL oraninin yiiksek, LDL oraninin diisiik olmasi

kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltir (9).
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3.4.6. Karaciger Siniizoidlerinin ince Yapisi

Sindirim organlarindan emilen besin molekiilleri ve sivilar oncelikle
sinlizoid olarak adlandirilan karaciger kapillerlerinden siiziiliirler (15). Hepatosit
kordonlar1 arasinda izlenen siniizoidler diizensiz limenli kapillerlerdir.
Siniizoidler portal alanda seyreden intralobiiler damarlardan kanlanirlar.
Barsaklardan ve dalaktan gelen portal venéz kan ve aortadan gelen arteriyel kan
siniizoidlerde karisir (9).

Ortalama ¢aplar1 9-15 pm arasinda olan karaciger siniizoidleri, kilcal
damarlardan daha genis ve diizensiz bir yapiya sahiptir. Son derece ince olan
duvarlarinda, aralarinda Kupffer hiicrelerinin yerlesik oldugu yassilasmis endotel
hiicreleri bulunur. Hiicreler arasinda, yaklasik 2 pm bosluklar vardir. Endotel
hiicrelerinde, 100 um ¢apinda, diyaframsiz ve gecirgen fenestralar (pencereler)
bulunur. Dis yiizlerinde devam eden bir bazal membrana sahip olmayan bu
hiicreler, siniizoid endotelinin toplam ylizey alaninin % 6-8’ini meydana getirir.
Endotel hiicrelerinin liimene dogru uzanan oval sekilli ve koyu goriiniimlii
cekirdekleri vardir. Kupffer hiicrelerinin ¢ekirdekleriyse, daha yuvarlak olup
soluk boyanir. Elektron mikroskobisinde, Kupffer hiicrelerinin lizozom yoniinden
zengin olduklar1 ve bu hiicrelerin ¢ok sayida filopodia (yalanci ince ayaklar) ve
endositik vezikiile sahip olduklar1 goriiliir. Kandaki monositlerden kdken alan
makrofaj yapisindaki bu fagositik hiicreler bakterileri, viriisleri, tiimor hiicrelerini
ve parazitleri etkisizlestirme islevine sahiptirler. Sitoplazmalarinda bol miktarda
lizozom, kirmizi kan hiicresi parcaciklar1 ve sindirilen diger maddeler bulunur.
Siniizoidler, hizli madde degisiminin saglanabilmesi i¢in son derece gegirgen

yapilardir. Hiicreler arasinda yer alan bosluklar ve endoteldeki pencereler plazma
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proteinlerinin gegisine izin verirken, kan hiicreleri ve trombositler bu araliklardan
gecemez. Dar Disse araliklari, siniizoidleri etraflarindaki hepatositlerden ayirir

(13).

Portal
ks Hepatik

arter

Kupffer
hiicresi

Kan akisi

Portal triad

Sekil 5. Karacigerdeki kan ve safra akig yonleri (16)

3.4.7. Disse Arahgmin ince Yapisi

Siniizoid duvarinin hiicreleri ile hepatositlerin siniizoide bakan kisminda
Disse mesafesi (perisiniizoidal mesafe) olarak bilinen bir aralik bulunur (9).
Siniizoid liimenindeki plazma, endotel hiicrelerindeki pencereler ve hiicreler
arasindaki bosluklar yoluyla Disse araligiyla iletisim kurar. Boylece, hepatositler
plazmayla dogrudan temas saglar. Hepatositlerle kan arasindaki madde degisim
oranini ve yiizey alanii artiran mikrovilluslar, Disse araligina dogru uzanir.
Hepatosit sitoplazmasinda, genis salgilama ve emilim yiizeyine sahip ¢ok sayida
vezikiil ve vakuol vardir (13).

Perisiniizoidal alanda yerlesen bir baska hiicre tipi liposit veya Ito hiicresi

olarak (yag depolayan hiicre, stellat hiicre) isimlendirilen hiicrelerdir. Mezenkimal
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orjinli olan bu hiicreler sitoplazmik lipid damlalarinda retinil esterleri seklinde A
vitamini depolarlar. Altin kloridle de belirlenebilen bu hiicreler rutin yontemlerle
sitoplazmalarinda yer alan lipid damlalar1 nedeniyle kolay taninirlar. Bu
hiicrelerden retinol olarak salinan A vitamini proteinlere baglanarak retinaya
ulasir. Burada igerdigi 11-cis retinal opsin proteini ile baglanarak rodopsini
olusturur. Rodopsin gormeyi saglayan bir retina pigmentidir. Bu hiicrelerin
ekstraselliiler matriks proteinlerini ve proteoglikanlari, biiylime faktorleri ve
sitokinleri salgilayabildikleri, prostoglandin ile tromboksan A2 gibi regiilator
maddelere cevap olarak siniizoid liimenin c¢apini ayarlayabildigi bilinmektedir.
Karaciger hasarini takiben Ito hiicreleri aktive olur, sitoplazmalarinda lipid
miktar1 zamanla azalir. Hiicrelerde proliferasyon, kontraktilite ve kemotaksis
goriiliir. Icerdikleri desmin ve o aktin sayesinde kasilarak siniizoidin vaskiiler
rezistansini artirirlar. Bu durum portal hipertansiyonla sonuglanir. ito hiicreleri,
kronik inflamasyon veya sirozda myofibroblastlara dontiserek tip 1 ve tip III
kollajen sentezler. Myofibroblastlardan farkli olarak reelin icermeleri iki hiicrenin
ayrilmasini saglar. Reelin ekpresyonu karaciger hasarini takiben artar. Parankima
yerine bag dokusunun yapimi, fonksiyonel olan bir dokunun yerini fonksiyonel
olmayan bir dokunun almasi anlamma gelir. Bu durum sirozun en Onemli

histopatolojik 6zelligidir (9).

3.4.8. Karaciger Parankiminin Histolojik Yerlesimi
Karacigerin seri kesitlerinden hazirlanan {i¢ boyutlu modelleri, karaciger
parankiminin yerlesimine ve bunun damar ve safra kanali sistemleriyle olan

iliskisine 151k tutmaktadir. Parankim, birbirleriyle baglantili ve bir-iki hiicre
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kalinliginda olan ve bir binanin duvarlarini andiran tabakalarin agini igerir. Her
bir tabakadaki hepatositler bu duvarin tuglalarina ve karaciger siniizoidleri de
duvardaki bosluklara benzetilebilir. Insan karacigerinde en fazla bir hiicre
kalinligindaki tabakalar bulunmakta olup, iki hiicre kalinhigindaki tabakalar
embriyoda ve yetiskinlerdeki yenilenme siirecinde ortaya ¢ikmaktadir. Damarlarin
etrafinda bulunan ve siniizoidlerin endotel tabakasini hepatositlerin yiizeyinden
ayiran igleri sivi dolu dar bosluklar — Disse aralig1 (veya sintlizoidlerin etrafindaki
bosluklar) — elektron mikroskobuyla veya 6zel 151k mikroskobu teknikleriyle
goriilebilir. Bu bosluklar, plazmanin siniizoidlerle hepatosit ylizeyleri arasinda
¢oziinebilir madde aligverisine izin verecek sekilde akmasini saglar. Ayrica bu
yapilar, fetusta ve kronik anemi durumunda ekstramediiller hematopoez (kan
yapimi) yerleridir. Karaciger lenfi bu bosluklardan kdken alir ve portal yollardaki

kiiciik lenf damarlarina bosalir (13).

3.4.9. Glisson Kapsiiliiniin Histolojisi

Karaciger, diyaframa tutundugu yer hari¢ fibroz siki bag dokusu yapisinda
ve 70-100 um kalinliginda bir kapsiille cevrilidir. Kapsiilii, peritona bakan
yiiziinden serdz mezotel orter. Mezotel, 6zellikle patojen bakterilerin ve diger
zararli maddelerin girisine kars1 bir kalkan vazifesi goriir. Kapsiiliin yapisinda,
diizenli olarak siralanmis kollajen ve elastik lifler vardir. Glisson kapsiili,
karacigere disaridan destek vermesinin ve organ seklini korumasinin yani sira, az
sayida kiiclik kan damarina da sahiptir ve karaciger parankiminin ig¢ine uzantilar
gonderme yoluyla, destek stromasina katkida bulunur. Kapsiiliin devami, porta

hepatis bolgesinden igeriye gecerek kan ve lenf damarlarina, safra kanallarina ve
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sinirlere desteklik saglar. Jel kivamina sahip olan karaciger, kismen kapsiiliin ince
olmasindan dolay1 kolayca yaralanabilir. Karaciger yogun bir sekilde
damarlandig1 icin, hasarlanmasi sonrasinda agir kanamalar meydana gelebilir.
Kapsiiliin kalinlig1 yasla birlikte artis gosterir ve bazi hastaliklara cevap olarak
yaygin ¢ogalim gecirebilir. Ayn1 zamanda parankim zedelenmelerinden sonra

stromada artis goriiliir (13).

3.4.10. Portal Triadlardaki Kan ve Safra Akim

Karacigerin bir diger essiz ve miikkemmel 06zelligiyse, ikili kanlanma
sistemidir. Portal ven, besin maddeleri yoniinden zengin kani sindirim kanalindan
getirir. Karacigere gelen toplam kanin % 75’ini portal ven saglar. Hepatik
arterlerse, geriye kalan % 25’lik oksijenli kani temin eder. Karaciger, dakikada
yaklagik 1,5 1t kan alir ve hacminin en az % 20’sini kan olusturur. Portal venlerin
yaklagik 300 um ¢apinda olan ug¢ dallari, diizenli olarak hepatositlerle yakin
temasta olan ince duvarli ve pencereli karaciger siniizoidlerine bosalan i¢
veniillere ayrisir. Hepatik arterlerin portal ven dallariyla birlikte seyreden ug
dallari, venoz ve arteriyel kanlarin karigimini alan siniizoid yapilaria dokiilen
arteriyoller seklinde sonlanir. Siniizoidler, u¢ terminal veniil olarak da
adlandirilan santral vene dogru uzanir ve her bir lobiiliin merkezinde buraya
bosalir. Bir santral venin ¢apt 50 um kadardir. Santral venler, daha genis olan
tekrarlayan sekilde dallanarak yol alan hepatik venlere doniisen sublobiiler venleri
meydana getirecek sekilde bir araya gelir. Hepatik venler bir araya gelerek, kanin

karacigerden ana drenaj (akint1) yolu olan inferior vena kavaya katilir. Kanin ve
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safranin lobiiller boyunca zit yonlere dogru akmasi, lobiil organizasyonu ve

hepatosit islevinin anlasilmasi i¢cin dnemlidir (9).

3.4.11. Portal Yolun (Trakt) ve Santral Venin Histolojisi

Kiigtik lenfatik damarlar, portal triadin {i¢ bilesenine en ug¢ dallarina kadar
eslik eder. Portal yol olarak da bilinen bag dokusu stromasi, bunlarin etrafini
kusatir. Hepatik arteriyol, enine kesitte iki veya ii¢ tabakal1 diiz kas hiicrelerine ve
goreceli olarak kiiciik bir liimene sahiptir. Portal veniiliin daha genis ve siklikla
basik bir liimeni ve daha ince bir duvar1 vardir. Safra kanalciklar1 tek kanatli, basit
kiibik veya prizmatik epitelle doseli olup hepatositlerin arasindaki ince safra
kanalikiilleriyle baglar. Bunlar komsu hepatositler arasindaki oyuk benzeri
girintilerden meydana gelen hiicreler arasi kiigiik kanallar olup, en iyi elektron
mikroskobuyla goriiliir. Kanalikiiller her bir lobiiliin ¢evresine ulastiklarinda, basit
kiibik epitelle doseli olan ve Herring kanallar1 olarak bilinen kiigiik kanallara
acilir. Bu kanallar, portal yolda yer alan daha biiylik safra kanallarina bosalir.
Kanallar genisledikge, limeni doseyen prizmatik epitelyum uzamaya baglar. Tipik
santral venler, zayif bir endotel tabakasina sahip ince veniillerdir. Normalde,
belirgin bir bag dokusu stromasina sahip degillerdir. Her bir santral venin liiment,

birkag karaciger siniizoidinin serbestge agilabildigi ¢ok sayida girise sahiptir (9).

3.4.12. Safra Kanalikiillerinin Ince Yapisi ve Islevi
Safra kanalikiilleri, yaklasik 1 pum c¢apindaki ilk ve en kiigiik safra gecis
yollaridir. Birbirine iki komsu hepatositin zarlarinin arasindaki hiicreler arasi

bosluk veya kanaldir. Bu hiicreler, kanalikiil liimenine safra salgilar. Isik
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mikroskobu altinda 6zel boyalarla, enzim histokimyasinda ATPaz etkinliginin
tespit edilmesiyle veya elektron mikroskobuyla en iyi sekilde gosterilebilen
kanalikiiller, karacigerden disaritya dogru uzanan bir kesitte gorintiilendikleri
zaman kafes teline benzer bir ag seklindedir (13). Hiicrelerin arasinda zonula
okludens, adherens ve desmozomlar bulunur. Hepatosit ylizeyinden kanalikiile
dogru mikrovilluslar uzanir. Safra kanalikiilleri lobiiliin periferinde yer alan tek
katli kiibik epitelyumla doseli Herring kanallar1 ile devam eder. Herring
kanallarinin epitelyum hiicrelerinin yilizeyinde de mikrovilluslar bulunur. Bu
hiicreler de birbirlerine siki baglanti kompleksleri ile baglanmislardir. Safra,
intralobiiler Herring kanalin1 takiben portal alanlarda yer alan interlobiiler safra
kanallarina akitilir. Portal alandaki safra kanallar1 baslangigta tek katli kiibik
epitelyum ile doselidir. Kanalin ¢ap1 arttikga epiteli tek katli prizmatik epitele
doniistir. Bu hiicreler de mikrovilluslu hiicrelerdir. Sag ve sol hepatik safra
kanalinin birlesmesi ile olusan biiyiik safra kanali, sistik kanal araciligiyla safra
kesesi ile baglant1 kurar (9).

Karaciger i¢i safra kanallarinin en kiiciliklerinin ¢aplar1 10 um kadar olup,
bu kanallar tek tabakali kiibik epitele sahiptir. Siki baglantilardan ve
desmozomlardan meydana gelen baglanti birimleri, llimen yiizeyine yakindir ve
hiicreleri birbirine baglar. Kiibik epitelyum hiicreleri, olagan organel yapisina ve
merkezde yerlesik yuvarlak cekirdeklere sahiptir. Sitoplazmada yer alan ¢ok
sayidaki tonofilamanlardan bazilari desmozomlara, bazilariysa liimen tarafinda
yer alan terminal aga tutunmus sekildedir. Bu yapilar kasilabilir 6zellikte olup,
kanalikiillerdeki peristaltik harekete yardim ederler. Kiibik epitelin apikal

yiizlerinde, llimene dogru uzanan diizenli ve kisa mikrovilluslarin yani sira seyrek
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olarak yerlesik silyumlar vardir. Epitelin bazal ylizeyi, 20-30 um kalinligindaki
bir bazal zar iizerine oturur. Safra kanallar1 genisledik¢e kanali déseyen hiicreler
daha prizmatik hale gelir ve c¢ekirdekleri bazale dogru kayar. Daha genis
kanallarda, miikoz bezler liimen epiteliyle baglantilidir. Yogun kollajen lif
demetlerinden meydana gelen bag dokusu, kanallar1 kusatir. Safra kanallar1 daima
portal yollarda bulunur ve damarlara eslik eder (13).

Kanser terapisi ve bu terapinin ilerlemesi uygun antineoplastik ajanlarin
kullanilmasini igerir. Bu ajanlar kanser hastalarinda ¢ok hizli bir sekilde cogalan
hiicrelerin yok edilmesinden ve bu hastalardaki neoplastik dokularin yikimindan
sorumludurlar. Fakat bu ajanlarin tedavi edici 6zellikleri zayif oldugu icin saglikl
dokular da zarar gérmektedir. Bu nedenle bu ajanlarin kronik olarak kullanilmasi
cok biiyiik hasarlar olusturmakla beraber biiyiikk bir merak konusu olmustur.
Mutajenik potansiyele sahip olan bu antikanser ajanlarin kontrol altina alinmasi,
genetik materyale olan yikici etkilerinin minimize edilmesine yardimer olacaktir

(17).

3.5. Siklofosfamid

3.5.1. Yapis1 ve Ozellikleri
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Molekiiler agirhgr : 279.10 g/mol

Molekiiler formiil : C;H;5CI;N,O,P - H,O (18)
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Siklofosfamid, nitrojen mustard siifinda yer alan sitotoksik, bifonksiyonel
alkilleyici bir ajan olup, g¢esitli malign ve benign tiimorlerin tedavisinde
kullanilmaktadir (19). Aym1 zamanda immiinosupresif bir aktiviteye sahip olan
siklofosfamid, bu 6zelliginden dolay1 organ transferleri ve romatoid artrit, multipl
skleroz ile sistemik lupus eritematozus gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Kemoterapide ya tek basina ya da diger antikanser ilaglarla bir
kombinasyon seklinde ayni anda veya arka arkaya kullanilabilmektedir (20-22).
Siklofosfamid, klinikte genis spektrumlu kullanilmasina karsin insanlarda ve
deney hayvanlarindaki normal hiicrelerde siddetli bir sitotoksisiteye neden
olmaktadir (23). Cesitli tibbi endikasyonun oldugu durumlarda siklofosfamid
kullanilan hastalarda, siklofosfamidin sekonder bir kanseri tetikleme ihtimalinin
cok yiiksek oldugu belirtilmektedir (24). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi,
siklofosfamidi insanlarda kansere zemin hazirlayan kanserojenler iginde
simiflandirmigtir (25). Birgok ¢alisma, saglik koruma uzmanlarinin siklofosfamide
kars1 mesleki bir savunmasizlik i¢inde oldugunu desteklemekte ve siklofosfamidin
hizla ¢ogalan, dermal ve kanserojen etkileri iginde barindiran cesitli toksisitelere
neden oldugunu rapor etmektedir (26). Siklofosfamid miyelosupresyona neden
olan kemoterapotik bir ajan olmasma karsin tedavi edici Ozellikleri de
bulunmaktadir. Fakat toksisiteyi de beraberinde getirmektedir (27).

Bir antitimo6r ilact olan siklofosfamid, deoksiriboniikleik asit (DNA)
tizerinde alkilleyici etkiler olustururken organ transplantasyonlar1 sirasinda ise
tolerasyon gelisimine yardimei olur (28-30). Siklofosfamid kullanilmasi sonucu

meydana gelen iirotoksik, nefrotoksik ve kardiyotoksik yan etkiler ile
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siklofosfamidin ~ metabolitlerinin ~ olusturdugu  rahatsizliklardan  dolay1

siklofosfamidin klinikte kullanimina ciddi bir limit getirilmistir (31).

3.5.2. Siklofosfamid Metabolizmasi
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Sekil 6. Siklofosfamid metabolizmasi (32)

Siklofosfamid, karacigerde hepatik P450 enzimlerinden baslica sitokrom

P450-3A4 ve sitokrom P450-2B6 tarafindan fosforamid mustard ve akroleine
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metabolize olur. Fosforamid mustardin antikanser aktivitesi vardir fakat akrolein
istenmeyen toksik etkiler meydana getirmektedir. Siklofosfamidin en biiyiik
zararl etkilerinden biri, bir tripeptit olan glutatyon (GSH) seviyesinde azalmaya
neden olarak tirotoksisite olusturmasidir. Bu =zararli etkinin tedavisinde de
kemoprotektif ajan olarak kullanilan gesitli tiyol grubu elementler kullanilir (33).
Akroleinin, doymamis o, aldehitler gibi tehlikeli kimyasallarda bulundugu
bildirilmektedir. Bu kimyasallar arasinda; tiitiin, otomobil egzozu ve lipid
peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan yanmis hayvan yaglart bulunmaktadir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalar, akroleinin proteinlerle kovalent bag yaptigini
gostermektedir (34, 35). Siklofosfamidin apopitozis, nekroz gibi toksik ve
neoplastik etkileri, iki aktif metaboliti olan akrolein ve fosforamid ile baglantilidir
(36). Bu kimyasal reaktif metabolik {iriinler DNA’da ve DNA’nin ¢apraz baglarini
olusturan proteinlerde alkilleyici etki olusturarak sitotoksisite meydana
getirmektedir (23, 37). Siklofosfamidin alkilleyici aktiviteleri tiimor hiicrelerinin
DNA'’larinda terapotik etki yaparlar fakat akrolein oksidatif strese neden olarak
normal hiicrelerin DNA’larinda hasara yol agar ve cesitli organlarda toksisiteye
neden olur. Akrolein hizlica hiicrelere girerek intraselliiler reaktif oksijen
tirevlerini ve nitrik oksit tiretimini aktive eder ve peroksinitrit olusumuna yol
acarak hiicrenin yapisinda bulunan lipidlerde, proteinlerde ve DNA’da hasara yol
acar (38).

Bunun yami sira siklofosfamid karbon iyonlar1 ireterek, bu iyonlarin
niikleik asit ve proteinlerin merkezlerindeki elektronlarla tepkimeye girmesine
neden olur. Bu tepkimeler de mutasyonlara, DNA hasarlarina, mikroniikleus

indiiklenmesine ve reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) a¢iga ¢ikmasina yol agarlar.
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Yiiksek reaksiyona sahip olan bu serbest radikaller cesitli mekanizmalar
araciligiyla hiicresel bozukluklara neden olurlar (39). Artmis ROS, DNA hasarina
neden olurken aynmi zamanda oksidan-antioksidan dengeyi de bozarak hiicresel
disfonksiyona sebep olurlar (40). ROS’un en zararl etkisi DNA hasar1 sonucu
kansere neden olmasidir (41). Siklofosfamid, malondialdehid (MDA) seviyesinde
artisa neden olurken, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz, CAT gibi
enzimlerde ise azalmaya neden olarak hayati organlarda oksidatif hasarlar
olusturmaktadir (42).

Ayrica inflamatuvar olaylar sirasinda makrofaj, notrofil ve monositlerce
olusturulan ROS, doku hasarinin baslamasinda ve ilerlemesinde énemli bir role
sahiptir. Inflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilen ROS; proteinler, yaglar ve
niikleik asitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girer ve bdylelikle olusan
yiiksek reaktivitelerden dolayr doku hasari meydana gelir (43). Siklofosfamid ve
metabolitlerinin neden oldugu bu yan etkileri engellemek i¢in viicut, dogal ve
elzem antioksidanlariyla antioksidatif savunmasini artirir. Bu  nedenle
kemoterapinin neden oldugu toksisiteden saglikli doku ve hiicreleri korumak icin
giiclii ajanlara ihtiya¢c vardir (44). Cesitli arastirmalar, kemoterapi sirasinda
antioksidan girisinin kemoterapiye bagli meydana gelen reaksiyonlarin kontrol
altina alinabilecegini ve antineoplastik ilaglarin yan etkilerinin minimize
edilebilecegini gostermistir (45).

Yapilan ¢alismalar, siklofosfamidin antioksidatif aktiviteyi azalttigi ve

buna karsin karaciger hiicrelerinde oksidatif stres olusturdugunu gostermistir (46).
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3.6. Oksidatif Stres

Bir organizmada serbest radikallerin meydana gelme hizi ile ortadan
kaldirilma hizi bir denge igerisinde olup, bu durum oksidatif denge olarak
adlandirilmaktadir.  Oksidatif denge oldugu siirece organizma, serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin meydana gelmesindeki bir hiz
artist ya da ortadan kaldirilma hizinda bir aksama olmasi bu dengenin
bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum Ozetle;
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasinda ciddi
anlamda bir dengesizlik oldugunu gostermekte olup sonucta doku hasari

olusumuna neden olmaktadir (47). (Sekil 7)
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Sekil 7. Oksidatif Stres (48)
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3.7. Antioksidan Mekanizmalar

ROS'un olusumunu ve bunlarin neden oldugu hasari engellemek ig¢in

viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar “Antioksidan

Savunma Sistemleri” olarak adlandirilmaktadir (49). (Sekil 8)

ANTIOKSIDAN
SISTEMLER

Siipiiriicii
Antioksidanlar

Askorbik asit
Alfa-Tokoferol
Tiyoller
Beta-Karaton
Urik Asit
Flavanoidler
Ko-enzim Q

Enzimatik
Antioksidanlar

Katalaz

Paraoksonaz
Stiperoksit Dismutaz
Glutatyon Peroksidaz

Sentetik
Antioksidanlar

N-Asetil Sistein
Allopurinol
Probukol
Penisilamin
Desferoksamin
Butil-hidroksitoluen

Preventif
Antioksidanlar

Transferrin
Albumin
Seruloplazmin
Ferritin

Sekil 8. Antioksidan Savunma Sistemleri (49)

Oksidatif hasar olusumunu engelleyen, belli bir noktada durduran ya da

kismen tamir eden molekiillere “antioksidanlar” adi verilir (50). Viicutta, oksidatif

stres sonucu meydana gelebilecek hasarlar1 dnlemek icin antioksidan vitaminler,

GSH, antioksidan enzimler ve siilhidrillerden olusan bir antioksidan savunma

sistemi bulunur. Genel olarak antioksidan vitaminler (E vitamini, beta karoten

gibi) serbest radikalleri ve tekli oksijeni direkt olarak yakalayarak etkisiz hale

getirirler. GSH ve diger tiyol kaynaklar: ise hiicresel oksidasyon ve rediiksiyon

sirasinda ortaya ¢ikarlar. Siiperoksit dismutaz (SOD), CAT ve GPx gibi

antioksidan enzimler serbest oksijen radikallerinin bir elektron rediiksiyonunu

katalizlerler. Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunun &nlenmesi ya

da ortamdan uzaklastirilmasi, katalitik metal iyonlarnin uzaklastirilmasi, O,
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H,O, gibi bazi serbest oksijen radikallerinin ortamdan uzaklastirilmasi, zincir
reaksiyonunun kirilmasi ve tek oksijen lizerine ¢Opgli ya da sondiiriicti etkide
bulunulmasi yollari ile gosterirler.

Antioksidanlar, etki mekanizmalarina veya organizmadaki

lokalizasyonlarina gore siiflandirilabilir (51).

3.8. Vitamin D

Vitamin D ve metabolitlerinin hiicre proliferasyonunu azaltarak
apopitozisi diizenledigi, malign hiicrelerin biiylimesini ve ¢ogalmasini kontrol
altinda tuttugu disiiniilmektedir. Ayrica kemik ve kalsiyum metabolizmasi
tizerine etkili olup immiin sistemin diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar (52).
Vitamin D immiinomodiilator etkisini, antijen sunan hiicrelerdeki niikkleer vitamin
D reseptorii ve aktive edilmis T hiicreleri araciligiyla yapmaktadir (53).

Vitamin D’nin etkileri yalnizca kemik ve mineral metabolizmasi iizerine
olmayip kardiyovaskiiler sistemde de etkilidir. Hatta asir1 miktarda vitamin D’nin
vaskiiler kalsifikasyona neden oldugu bildirilmektedir (54). Yakin zamanda
yapilan gozleme dayali caligmalar, vitamin D’nin damar saghg ile baglantil
oldugunu gostermistir (55, 56). Bu bulgular kalsemik ve koruyucu olmak iizere
vitamin D’nin damarlarda ¢ift yonlii bir etkisinin oldugunu gostermektedir. Fakat
vitamin D’nin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki koruyucu etkilerinin
mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir (57).

Vitamin D’nin 37 tane metaboliti bulunmaktadir ve bunlardan en iyi
bilinen iki tanesi vitamin D; (kolekalsiferol-C27H440) ve vitamin D;’dir

(ergokalsiferol-C28H440) (58) Vitamin D3 ti¢ adet ¢ift baga sahip olup erime
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noktas1 84-85° C’dir. Ultraviyole (UV) absorbsiyonu ise 265 nm’de maksimum
seviyededir, suda ¢6ziinmez (59). Vitamin D, ise dort adet ¢ift baga sahip olup
kaynama noktast 121° C’dir ve UV absorbsiyon ve ¢dziinebilirlik ozellikleri
vitamin Dj ile aynidir (58). Vitamin D 1siya, 1518a ve saklama kosullarina karsi
duyarlidir. Vitamin D3 hayvansal kaynakli olup, sentezi UV 1sinlart ile birlikte
deride gergeklesir. Vitamin D, ise bitki ve mantarlarda bulunmaktadir. Vitamin D
yan zincirindeki farklilik nedeniyle degisik formlara sahip olmakla beraber
biyolojik olarak inaktif haldedir. Vitamin D’nin 25 hidroksivitamin D (25(OH)D)
ve 1,25 dihidroksi vitamin D (10,25(OH),D) metabolitleri mevcut olup bu
metabolitlerden 10,25 dihidroksikolekalsiferol (Vitamin Dgj) aktif formda
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar insan viicudunda vitamin D3’iin vitamin D;’ye
gore daha fazla etkili oldugunu gdstermistir (60, 61).

Diyet

(balik. et, sut,
yumurta)

1 Silomikron

Vitamin D3 Kan

24(OH)D, & ...
Katabolizma g_~ | ‘ ‘! 1
3 /i; 25-OHaz
;‘;.‘cge’ "N 2500H)D,
1,25(0H),D, LN
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Hedef doku Depo: adipoz doku ve kas

Sekil 9. D vitamininin sentez ve metabolizmasi (62)

Streroid bir hormon olan 1,25-dihidroksivitamin Ds, vitamin D’nin

biyolojik olarak aktif olan metabolitlerinden biri olup mineral dengesinde énemli
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bir role sahiptir. Ayn1 zamanda immiin yanitin da gii¢clii modiilatérlerindendir
(63). Hayvanlarda insiilin bagimli diyabetes mellitus (DM), alerjik ensefalomyelit
ile tiroid ve barsak inflamasyonu gibi otoimmiin hastaliklarin gelismesini
engelledigi bir gergektir (64, 65). Bazi calismalar, insanlarda vitamin D aliminin,
tip 1 diyabet ve romatoid artrit gibi hastaliklara yakalanma riskini azalttigin
gostermektedir (66, 67)

Vitamin D3 ya UV ismlarinin emilmesi ile epidermiste 7-dehidro-
kolesterolden {iretilir ya da yumurta, balik yagi ve siit gibi yiyeceklerin
tilkketilmesi ile elde edilir. Vitamin D3 inaktif formda iken karaciger ve bobrekte
hidroksilasyona ugrayarak aktif hale gelir ve 1,25-dihidroksivitamin D3 hormonu
olusur. Bu hormonun normal hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasinda giiclii
etkileri oldugu gibi malign hiicre tiplerinde de cesitli etkileri bulunmaktadir.
Immiin sistemin farkli hiicrelerinde 1,25-dihidroksivitamin Ds; reseptorleri
bulunmaktadir (68, 69).

Pankreas bezinin B hiicreleri, 1,25-dihidroksivitamin D3 hormonunu ve
vitamin bagimli kalsiyum baglayan proteinleri aktive eden 0Ozel reseptdrlere
sahiptir (70). Bu sebepledir ki vitamin D yetersizliginde insiilin saliniminda
bozukluklar meydana gelirken 1,25-dihidroksivitamin D3 uygulamasi sonucunda
insiilin saliniminda diizelme oldugu rapor edilmektedir (71).

Kalsiyum homeostazinin ve kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde,
kalsitriol olarak da bilinen, vitamin D’nin hormonal bir formu olan 1,25-
dihidroksivitamin D3’iin biiyiik roliiniin oldugu kabul edilmektedir. Bunun yan1
sira vitamin D3’lin ¢esitli kanser tlirlerinin 6nlenmesinde ¢ok Onemli bir yeri

oldugu kanitlarla gosterilmistir (72, 73). Vitamin Dg3’lin kanser Onleyici ve
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antitimor aktivitelerinin molekiiler mekanizmasi son zamanlardaki yayimnlarda
kapsamli bir bigimde ele alinmistir (74, 75). Vitamin D3’lin kanser engelleyici
Ozelliklerinden biri, genotoksik ajanlar ile yapilan tedaviler sonucu olusan DNA
hasarma karsin, DNA tamirine yardimci olmasidir (76, 77). Bu mekanizma
Ozellikle hiicrelerin UV 1sinlarina maruz kalmasi sonucu goézlenir (78). Son
zamanlarda gen profilleri lizerinde yapilan ¢aligmalar, vitamin D3’iin DNA tamir
genlerini indiikledigini rapor etmektedir (79, 80). Vitamin D3’lin diger bir kanser
engelleyici 0Ozelligi ise olas1 antioksidan aktivitesinden kaynaklanmaktadir.
Endojen oksidanlar ve aerobik solunum sonucu olusan yan {irinlerin meydana
getirdigi kalict DNA hasarlarinin, kanser olusumuna ve yaglanmaya neden oldugu

diistiniilmektedir (81).

3.8.1. 1,25(OH)2D’nin Etkisi

1,25(0OH)2D biyolojik etkisini niikleer reseptor siiper ailesinin bir {iyesi
olan vitamin D reseptoriine (VDR) baglanarak gdsterir. Bu reseptor tiroid hormon
reseptorleri, retinoid reseptorler ve peroksizom proliferator-aktive reseptorlerin de
dahil oldugu bir alt aileye aittir. Bu alt ailenin diger liyelerinin aksine, sadece bir
VDR izoformu izole edilmistir. VDR, retinoid X reseptorii ile birlikte bir
heterodimer olarak hedef DNA sekansina baglanir ve hedef gen ekspresyonunun
indiiksiyonu ile sonuglanan koaktivatorler serisini harekete gecirir. VDR hedef
gen ekspresyonuna neden oldugunda, ya aktive edici transkripsiyon faktorlerinin
etkisini engeller ya da transkripsiyonal olarak baskilanmasina neden olan VDR
kompleksi i¢in yeni proteinleri toplar.

VDR’nin, 1,25(0OH)2D i¢in afinitesi, diger vitamin D metabolitleri i¢in

olan afiniteden yaklasik olarak 3 kat daha fazladir. Fizyolojik kosullar altinda,
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diger metabolitler reseptér bagimli etkiyi uyarmaz. Bununla birlikte vitamin D
toksisitesinde 25(OH)D seviyesi belirgin olarak yiikselerek VDR ile dogrudan
etkilesir ya da serum vitamin-D-baglayici proteinden 1,25(OH)2D’yi uzaklastirir;
sonugta aktif hormon biyoyararliliginda artis olur.

VDR birgok hiicre ve dokuda bulunur. 1,25(OH)2D’nin molekiiler etkisi
en ¢ok mineral iyon homeostazinda yer alan dokularda calisilmistir. Bu hormon,
ince barsakta bulunan bir kalsiyum baglayici protein olan ve kalsiyumun
enterositlerden aktif transportunda 6nemli bir rol oynadigina inanilan calbindin
9K’ nin major indiikleyicisidir. Intestinal epitelde eksprese edilen iki major
kalsiyum tasiyicist (ECaC ve ICaC) da vitamin D’ye duyarlidir. 1,25(OH)2D ince
barsaktaki ve bu diger genlerin ekspresyonunu indiikleyerek intestinal kalsiyum
absorbsiyonunun etkinligini arttirir.

VDR, osteoblastlardaki bazi genlerin ekspresyonunu diizenler. Hedef
genler; 1,25(OH)2D ve tip I kollajen tarafindan regiile edilen kemik matriks
proteinleri; osteokalsin ve osteopontindir. 1,25(0OH)2D ve parathormon (PTH),
osteoklast farklilagmasina ve osteoklast aktivitesini artiran Receptor Activator of
NF-kappaB (RANK) ligandinin ekspresyonunu indiiklerler.

Paratiroid bezinde VDR, paratiroid hiicreler lizerinde antiproliferatif etki
gosterir ve PTH geninin trankripsiyonunu baskilar. 1,25(OH)2D’nin paratiroid
bezi iizerindeki bu etkileri renal yetersizlik ile iliskili hiperparatiroidinin
onlenmesi ve tedavisine yonelik gilincel tedavilerin mantigini olusturur (82).

VDR ayrica mineral iyon homeostazinda bir rolii olmayan doku ve
organlarda da eksprese edilir. Bu konu ile ilgili dikkate deger bir husus,

1,25(0OH)2D’nin keratinositler, meme kanser hiicreleri ve prostat kanser hiicreleri
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gibi bazi hiicre tipleri iizerinde antiproliferatif etkileri oldugunun gozlenmesidir.
Mutant VDR’leri olan insan ve siganlarda alopesi goriiliir, ancak alopesinin
vitamin D eksikliginin bir 6zelligi olmamasi reseptoriin hormondan bagimsiz
etkileri oldugunu disiindiirmektedir (82).

VDR knockout farelerde, olas1 endojen oksidanlarin uyarilmasi sonucu
kolon epitellerinde DNA hasarinda yiikselme gozlenmistir (83). Bunun aksine
giinde 800 I.U. vitamin D ile tedavi goren insanlarin kolon epitellerindeki DNA
hasarinda diisiis gozlenmistir (84). Vitamin Dj ile tedavi edilen cesitli hiicrelerde
vitamin Dj3’lin, hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyucu etkileri olan enzimleri
uyardigr gorlilmiistiir. Bunlardan biri tiyoredoksin rediiktazdir. Bu enzim
tiyoredoksinleri indirgeyerek intraselliler redoks tepkimelerini azaltip,
intraselliiler oksidatif stresin sinirlanmasini saglar (85, 86). Vitamin D3 tarafindan
indiiklenen diger bir antioksidan protein ise SOD’dur (87, 88).

Birgok g¢aligma vitamin D’nin lipid peroksidayonunu azalttigini (89) ve
GSH seviyesini koruyarak giiclii bir intraselliiler antioksidan oldugunu
gostermistir (90). Vitamin D’nin aktif formu olan kalsitriol, serbest oksijen
radikalleri {ireten ve temizleyen enzimlerin ekpresyonunu ayarlayarak vaskiiler
endotelyal fonksiyonu diizenler. Boylece ROS’un asir1 iiretimini engeller (91).

Biz de bu calismamizda siklofosfamid ile olusacagini diisiindiiglimiiz
karaciger hasarmma karsi vitamin D3’lin olast koruyucu etkilerini gdrmeyi

amagladik.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
08.11.2012 tarih ve 2012/106 sayili karari ile etik onay alindiktan sonra Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali (AD)
laboratuvarinda yapildi. Calisma biitcesinin tamami Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF. 13. 07 proje no’ lu

karar1 geregince karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlar

Deneylerde kullanilan 24 adet 9 haftalik eriskin Wistar-Albino cinsi erkek
sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25 °C arasinda sabit tutularak
12 saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-07:00) takip edildi.
Sicanlar 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi.
Tiim hayvanlara ayn1 standart sican yemi verilerek add libitum, su ve yiyecek
alimlar1 saglandi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Hayvan yemleri Elazi§ Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda

hazirlandi. Yemlerin terkibi Tablo 1°de gosterildi.
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Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0, 8 mg K3, 0, 8 mg By, 2, 4 mg B,, 1, 2 mg B,
0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3, 2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg
D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg
Cu, 0,8mg 1, 0,2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

** 0% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Calismada ortalama 220-230 gr agirhiginda 24 adet Wistar Albino erkek
sicanlar kullanildi. Siganlar her grupta 6 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Grup | (Kontrol Grubu): Add libitum, su ve yem verilen grup. (n:6)

Grup II (Siklofosfamid Grubu): Intraperitoneal (i.p) olarak 200mg/kg tek
doz siklofosfamid uygulanan grup. (n:6)

Grup 1l (Siklofosfamid + Vitamin D3 Grubu): Lp olarak 200 mg/kg tek
doz siklofosfamid ile birlikte 7 giin boyunca oral gavajla 50 IU/kg/giin vitamin D3

uygulanan grup. (n:6)
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Grup IV (Vitamin D3 Grubu): 7 giin boyunca oral gavajla 50 IU/kg/giin
vitamin D3 uygulanan grup. (n:6)

Tim gruplardaki sicanlar i.p ketamin (75mg/kg) + xylazine (10mg/kg)
anestezisi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin karaciger

dokulari hizla ¢ikarilip % 10’luk formaldehit soliisyonu ile tespit edildi.

4.3. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan karaciger dokular1 % 10’luk formaldehit soliisyonunda
tespit edildikten sonra sirastyla % 70’lik, % 80’lik, % 96’lik ve % 100’lik etil
alkol serilerinden gegirildikten sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara (Sigma-
paraplast embedding media, Stenheim, Germany) gomiildii (Tablo 2). Parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen & Eozin
(H&E), Periodic Acit Schiff (PAS) ve Masson Trichrome boyama teknikleri ile
boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2)

incelenip fotografland.
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Tablo 2. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol | 30 dakika
4 % 96 Alkol Il 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol Il 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol | 25 dakika
9 Xylol 11 25 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1.5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

4.4. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak
apopitozise giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden

gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K
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ile 10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
icin % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular
yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli
ortamda ¢alisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) ile 60
dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Peroxidase ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme
dokusu kullanildi. Negatif kontrol dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer
kullanildi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus-BHZ2)
incelenerek  degerlendirildi  ve  fotograflandi. TUNEL  boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler
normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak

degerlendirildi. Boyama metodu tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir. ...
6  1:500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer 60 dakika
+ %30 TdT Enzyme ) 37°C’de
12 Stop/Wash Buffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas

alindi. TUNEL boyamanin yayginligi +1 (¢ok az), +2 (az), +3 (orta) dereceli

olacak sekilde semi-kantitatif olarak skorland1 (Tablo 4).
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5. BULGULAR

5.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda portal alan, hepatositler,
sinlizoidler ve siniizoidlerde yer alan Kupffer ve endotel hiicreleri normal yapida
gozlendi (Sekil 10). Hepatositlerin glikojen igerigi oldukca belirgindi (Sekil 11).
TUNEL teknigi uygulanarak yapilan boyamada az sayida Kupffer hiicresinde
TUNEL pozitiflik ayirt edildi (Sekil 12).

Siklofosfamid uygulanan gruba ait karaciger dokularinda yer yer
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde inkliizyon cisimcikleri (Sekil 13),
ozellikle periportal alanda yer alan hepatositlerde makrovezikiiler yaglanma (Sekil
14) ve incelenen kesitlerin birinde bir alanda nekroz (Sekil 15) saptandi. Bu
grupta ayrica siklikla heterokromatik cekirdekli hepatositlere (Sekil 16), yer yer
bag dokusu artigina (Sekil 17) ve siniizoidal konjesyona (Sekil 18) rastlandi.
Siklofosfamid uygulanan deneklerin hepatositlerinde glikojen depolarinin
tilkendigi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 19). TUNEL boyamasi yapilan kesitlerde
endotel hiicrelerinde, hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde belirgin pozitiflik
ayrt edildi (Sekil 20, 21, 22).

Siklofosfamid ile birlikte vitamin D3 uygulanan grupta, vaskiiler
konjesyonun devam ettigi (Sekil 23), hepatositlerin glikojen igeriginin sadece
siklofosfamid uygulanan gruba gore daha belirgin oldugu fakat kontrol grubuna
gore azaldigi (Sekil 24) tespit edildi. Bu grupta da hepatosit, endotel ve Kupffer

hiicrelerinde TUNEL pozitiflik saptand: fakat grup 11’ ye gére daha az yayginlikta
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idi (Sekil 25, 26). Grup III’ te siklofosfamid toksikasyonuna karsi vitamin D3
uygulamasinin, karacigeri yapisal anlamda nispeten korudugu gozlendi.

Sadece vitamin Ds’iin uygulandigi grup IV’te ise portal alan, periportal
alan, hepatositler ve siniizoidler kontrol grubuna benzer yapida ayirt edildi (Sekil
27). TUNEL boyamada da kontrol grubunda oldugu gibi birka¢ Kupffer

hiicresinde pozitiflik saptandi (Sekil 28).

Sekil 10. Kontrol grubu. Portal alan (kalin ok), siniizoidler (ince ok) ve

hepatositler (y1ldiz) normal yapida izlenmekte. H & E X 400
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Sekil 11. Kontrol grubu. Periportal alandaki hepatositlerin glikojen igerigi

(ok). Periodic Acid Schiff x 200

kS . . s ¢ . r & s 3
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I ot o % N Q : %3 " Y \ ‘“-1‘1’ -
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Sekil 12. Kontrol grubu. TUNEL pozitif Kupffer hiicresi (ok). TUNEL X

400
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Sekil 13. Siklofosfamid grubu. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah

ok), hepatositlerdeki inkliizyon cisimcikleri (kirmizi ok). H & E X 400

Sekil 14. Siklofosfamid grubu. Periportal alandaki hepatositlerde

makrovezikiiler yaglanma (ok). H & E X 400
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Sekil 15. Siklofosfamid grubu. Periportal alanda yer alan nekroze alan

(ok). H & E X 400

Sekil 16. Siklofosfamid grubu. Periportal alandaki heterokromatik

cekirdekli hepatositler (ok). Masson Trichrome X 200
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Sekil 17. Siklofosfamid grubu. Heterokromatik ¢ekirdekli hepatositler

(ok), bag dokusu artis1 ve hemoraji (y1ldiz). Masson Trichrome X 200

Sekil 18. Siklofosfamid grubu. Periportal alandaki siniizoidal dilatasyon ve

konjesyon (ok) ayirt edilmekte. Masson Trichrome X 200
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Sekil 19. Siklofosfamid grubu. Periportal alanda yer alan hepatositlerdeki

glikojen depolarmin tiikendigi gézlenmekte. Periodic Acid Schiff X 200

Sekil 20. Siklofosfamid grubu. TUNEL pozitif endotel hiicresi (kirmizi

ok) ve hepatositler (siyah ok). TUNEL X 400
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Sekil 21. Siklofosfamid grubu. Siniizoidlerde yer alan Kupffer
hiicrelerinde (a) ve v. santralis etrafindaki hepatositlerdeki (b) TUNEL pozitiflik

(ok) ayirt edilmekte. TUNEL X 400

Sekil 22. Siklofosfamid grubu. Hepatositlerdeki (a,b) TUNEL pozitiflik

(ok). TUNEL X 400
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Sekil 24. Siklofosfamid + vitamin D3 grubu. Hepatositlerdeki glikojen

icerigi. Periodic Acid Schiff X 200
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Sekil 25. Siklofosfamid + vitamin D3 grubu. V. santralis etrafindaki
hepatositlerde (siyah ok) ve siniizoidlerde yer alan Kupffer hiicresindeki (kirmizi

ok) TUNEL pozitiflik. TUNEL X 400

Sekil 26. Siklofosfamid + vitamin D3 grubu. TUNEL pozitif hiicre (ok).

TUNEL X 400
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Sekil 27. Vitamin D3 grubu. Portal alan, hepatositler ve siniizoidlerde yer
alan Kupffer ve endotel hiicreleri normal yapida ayirt edilmekte. Masson

Trichrome X 400

Sekil 28. Vitamin D3 grubu. Periportal alanda yer alan sintizoidlerdeki

Kupffer hiicresinin TUNEL pozitifligi (ok). TUNEL X 400
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Tablo 4. TUNEL boyanma yayginligiin derecesi

Grup TUNEL Boyama Pozitifligi
Grup | +1
Grup Il +3
Grup 111 +2
Grup IV +1
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6. TARTISMA

Siklofosfamid, sitotoksik kemoterapdtik bir ajandir. Kemoterap6tik ajanlar
genellikle lenfoma, solid tiimoér tedavisinde ve ayrica romatoid artrit, multipl
skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar (92). Siklofosfamid,
karacigerde metabolize olarak 4-hidroksi siklofosfamide ve izomeri olan
aldofosfamide doniisiir. Daha sonra aldofosfamid de fosforamid ve akroleine
metabolize olur (93).

Bir antikanser ilaci olan siklofosfamid ayn1 zamanda sentetik ve alkilleyici
bir ajan olup kemik iligi transferlerinde de kullanilmaktadir. Siklofosfamid
hepatik P450 enzimlerince fosforamid mustard ve akroleine metabolize olur.
Olusan bu metabolitlerin 16semi, mesane kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde
etkili oldugu belirtilmektedir. Bu iki metabolitten akroleinin, kemoterapi sirasinda
kullanilan = siklofosfamidin toksik yan etkilerinin ana sebebi oldugu ve
siklofosfamid kullanilmasi sonucu hemorajik sistitin meydana gelmesinde rol
oynadigi Cox (1979) tarafindan rapor edilmistir (94).

Siklofosfamid karacigerde hidroksillenerek bir metaboliti olan akroleine
doniistiikten sonra akroleinin bdbrekten atilmasiyla yan etkiler ortaya ¢ikmaya
baslar. Akrolein sadece siklofosfamidin metabolize olmasi ile meydana gelmeyip
ayn1 zamanda sigarada, bocek ilaglarinda, baz1 yiyeceklerde ve yanmis organik
malzemelerde de bulunmaktadir. Akroleinin iirotelyumla direk temasiyla
tiroteliyal hasar baslamaktadir (95). Mesanede vaskiiler konjesyon, 6dem,
hemoraji, epitelyal nekroz ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile karakterize agir

bir sistit tablosu meydana gelmektedir (96).
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Akroleinin intraselliiler ROS ve nitrik oksit seviyesinde artis meydana
getirmesi sonucu oksidatif strese neden oldugu bildirilmektedir (97, 98). Bu
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin, hiicresel lipidlerde, proteinlerde ve DNA’da
hasar olusturarak hiicrenin 6liimiine neden oldugu goriilmiistiir (38, 99).

Souza-Filho ve ark. (1997); siklofosfamid uygulanan ratlarin mesane
dokularinda kalsiyum bagimli nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin diistiigiinii
ve kalsiyum bagimli olmayan NOS aktivitesinin ise arttigini ayirt etmislerdir
(100). Alfieri ve ark. (2000) da siklofosfamid uygulanan ratlarin mesane
dokusundaki epitelyal hasarlanma, asir1 lokosit birikimi, 6dem, vaskiiler
konjesyon ve plazma protein ekstravazasyonu gibi hemorajik sistit bulgularinda,
ozellikle indiiklenebilir NOS (iNOS) ve onun iirettigi nitrik oksidin rol oynadigin
belirtmislerdir (101).

GSH oksidatif strese kars1 hiicrelerin korunmasinda hayati bir rol
oynamaktadir. Siklofosfamid uygulanmasi sonucu olusan metabolitlerin GSH ile
konjugasyonu sonucu GSH’nin hiicresel diizeyi azalarak oksidatif stresin
indiiklenmesi s6z konusu olmaktadir (102, 103). GSH azalmasi ile serbest
radikallere karsi hiicresel savunmanin zayiflayacagi ve olusan hiicresel hasar
sonucu nekrotik hiicre 6liimiiniin gergeklesecegi bildirilmektedir (104).

Yapilan ¢aligmalarda, siklofosfamid uygulanmasina bagl olarak, sitozolik
enzimler olan aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotrasferaz (ALT),
alkalen fosfataz (ALP) ve laktat dehidrojenaz (LDH) seviyelerinin kanda
yiikselerek hepatoksisiteye neden oldugu belirtilmistir (44, 105, 106). Hepatik

antioksidan enzimlerin (GPx, GR, kinon rediiktaz, CAT, SOD) ve GSH
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seviyesinin anlamli oranda azaldigi, MDA degerlerinde ise artis meydana geldigi
rapor edilmistir (17, 33, 44, 106, 107).

Siklofosfamidin neden oldugu hepatotoksisite ayni zamanda oksidatif stres
olusmasini indiikleyerek, ROS’un hiicresel membranda lipid peroksidasyonu
olusturmasina yol agmaktadir (108, 109). Zarei ve ark. (2013) yaptiklar
calismada, lipid peroksidayonunun markirlarindan olan tiyobarbitiirik asitin,
siklofosfamid grubunda anlamli olarak arttigin1 ve fare karacigerlerinde artan lipid
peroksidasyonunun beraberinde hepatik hasara da neden oldugunu belirtmislerdir.
Siklofosfamidin; karacigerde SOD1, GPXx1 ve CAT mRNA’larinin transkripsiyon
seviyelerinde anlamli derecede diisiise neden oldugunu ayirt etmislerdir (106).
Ayrica siklofosfamid tedavisinin erkek siganlarin germ hiicrelerinde antioksidan
gen transkripsiyonunu azalttig1 bildirilmektedir (110).

Siklofosfamid antineoplastik etkisini, kanserli hiicrelerin DNA’sinda hasar
olusturup, onlarin boliiniip ¢ogalmasini engelleyerek gerceklestirmektedir. Fakat
bunu yaparken kemik iligi, gastrointestinal sistem ve germ hiicrelerindeki saglikli
hiicrelere de zarar verdigi ifade edilmistir (33). Siklofosfamid, bu zararh etkisini
normal hiicrelerde genotoksisite ve apopitozise yol acarak meydana getirmektedir
(19). Siklofosfamid metabolitlerinden fosforamid mustardin, apopitoz ile kanser
hiicrelerini 6ldiiriirdiigii, akroleinin ise apopitoz ve nekroz ile normal hiicrelerin
Oliimiine neden oldugu rapor edilmektedir (36). Tripathi ve ark. (2008) yaptiklar
calismada, siklofosfamid uygulanan grupta hem kemik iligilinde hem de periferal
kanda DNA hasarina rastlanildigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda kemik iliginin
yant sira periferal kanda da mikroniikleus miktarinda anlamli oranda artig

gozlemislerdir (33).
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Bir¢ok ¢alismada siklofosfamidin oksidatif strese neden olarak beyin,
bobrek, kalp, karaciger ve testiste biyokimyasal ve fizyolojik rahatsizliklara yol
actig1 belirtilmistir (111). Ayrica akroleinin, oksidatif strese neden olarak hedef
dokularda hasar olusturdugu da bildirilmektedir (23). Mc Donald ve ark. (2003)
siklofosfamidin metabolik iriinleri olan akrolein ve fosforamidin, siklofosfamid
tedavisi siiresince karaciger toksisitesi olusturdugunu ifade etmislerdir (112).
Shaunak ve ark. (1988) yaptiklar1 caligmada, Oncesinde azatioprin verildikten
sonra siklofosfamid uygulanan dort hastada karaciger hasar1 gozlemisler ve
hastalarin karaciger biyopsilerinde nekroz meydana geldigini bildirmislerdir
(113).

Malhi ve ark. (2002) ratlara i.p olarak uyguladiklari siklofosfamid
sonrasinda, hepatik siniizoidal endotelinde meydana gelen hasarin, karacigere
transfer edecekleri hepatosit kok hiicrelerinin karacigere uyum saglamasinda bir
indiiksiyon etkisinin olup olmayacagini saptamaya g¢aligmislardir. Siklofosfamid
uygulandiktan 6 saat sonra agik bir sekilde endotel hiicrelerinde bozulmalar
oldugunu belirtmislerdir. Bunun yan1 sira endotel hiicrelerinde, sitoplazmada az
da olsa artis, az miktarda pinositik vezikiil ile kromatin yogunlagmasi gibi niikleer
anormallikler ayirt etmislerdir. Siklofosfamid uygulanmasindan 24 ve 48 saat
sonrasinda ise daha belirgin bir hiicresel diizensizlikle birlikte endotel hasarlar
gozlemislerdir. Yapisal olarak bozulmus endotelyal hiicreleri siklikla
sinlizoidlerin liimeninde saptamislardir. Isik ve elektron mikroskobik incelemeler
sonucunda ise Kupffer hiicrelerinde herhangi bir morfolojik ve islevsel bir
degisiklige rastlanmazken, hepatositlerin yapisinda da bir degisiklik ayirt

etmemislerdir. Biyokimyasal incelemeler sonucunda ise siklofosfamidin AST,
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ALT, LDH, ALP ya da albumin serum seviyelerinde de herhangi bir degisiklik
meydana getirmedigini belirtmislerdir (114).

Yaptigimiz bu c¢alismada, siklofosfamid verilen grupta heterokromatik
cekirdekli hepatositler goézlendi. Hepatositlerin 1sinsal diziliminde yer yer
bozulmalar dikkat ¢ekiciydi. Heterokromatik c¢ekirdekli hepatositlerin 6zellikle
periportal bolgede yogunlastigr goriildii. Apopitozisin belirteglerinden biri olan
TUNEL boyamasinda siklofosfamid uygulanan grupta hepatositlerde, Kupffer ve
endotel hiicrelerinde belirgin pozitiflik ayirt edildi.

Lushnikova ve ark. (2011), sicanlarda yaptiklart siklofosfamid
calismasinda, periportal ve perisantral hepatositlerde ultrastriiktiirel diizeyde
karekteristik 6zelliklere rastlamiglar ve hepatositlerin mitokondrilerinde orta
siddetli poliformizm ayirt edilmistir. Biitlin  hepatositlerin  mitokondri
matrikslerinin oldukc¢a elektron yogun oldugu ve giigliikle ayirt edilebilen kiigiik
ve dilate olmus kristalara sahip olduklar1 belirtilmistir. Graniillii endoplazmik
retikulumlarin, mitokondrilerin etrafin1 adeta bir kilif gibi sardig1 goriilmiistiir.
Cogunlukla periportal bolgedeki hepatositlerde belirgin glikojen graniillerine
rastlanmistir. Perisantral bolgede ise glikojen graniilleri nadiren goriilmiistiir. Bazi
hepatositlerin graniillii endoplazmik retikulumlarina ait sisternalarinin diizensiz
bir sekilde dilate oldugu ve kisaldigi gozlenmistir. Siniizoidlerde kiiciik lipid
damlaciklar1 ile sayisiz rezidiiel cisimcikler ayirt edilmistir. Diiz endoplazmik
retikulumlarin ise hemen hemen hi¢ tanimlanamayacak derecede azaldig
gbzlenmistir. Siklofosfamidin, hepatositlerin mitokondri ve graniillii endoplazmik
retikulumlarinda yapisal degisikliklere neden oldugu, diiz endoplazmik

retikulumlarinda ise Onemli miktarda azalmaya yol actigi belirtilmistir. Disse
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araliginda genellikle daralma goriiliirken bu kisimda kollajen lif birikimi ve hiicre
kalintilart goériilmiistiir. Perisantral hepatositlerin sitoplazmasinin biiylik bir
boliimiinii, mitokondrilerin ve graniillii endoplazmik retikulumlarin doldurdugu
ayirt edilmistir. Baz1 hepatositlerin plazma membranlarinin hemen altinda kiiglik
lipid inkliizyonlar1 ve vakuol benzeri yapilar gozlenmistir. Siklofosfamidin iki
temel karaciger hiicresinde ultrastriiktiirel diizeyde degisiklikler meydana getirdigi
kanisina varmiglar ve bunlarin hepatosit ve siniizoidal hiicreler olduklarinm
belirtmislerdir. Ayrica Kupffer hiicreleri, lenfosit ve plazma hiicrelerinin, Disse
araligma go¢ etmesi sonucu bu hiicrelerde reaktif degisiklikler ayirt etmislerdir
(115).

Tripathi ve ark. (2010) yaptiklar1 calismada, siklofosfamid verilen grupta
siklofosfamidin, hepatositlerde vakiiolizasyon, sitoplazma dejenerasyonu, yer yer
piknotik ¢ekirdekli hiicreler ve noétrofil infiltrasyonuna neden oldugunu
mikroskobik incelemelerde saptamiglardir. Ayrica TUNEL analizine gore
apopitozda anlamli bir artis oldugunu vurgulamislardir (107).

Siklofosfamid ile toksisite olusturdugumuz grupta, hepatositlerin glikojen
depolarinin tiikkendigi gozlenirken, siklofosfamid ile birlikte vitamin D3 verilen
grupta ise glikojen igeriginin daha belirgin oldugu ayirt edildi. Ayrica 6zellikle
periportal alanda makrovezikiiler yaglanma da dikkat ¢ekiciydi.

Siklofosfamidin, doku homojenatlarinda serbest radikalleri anlamli
derecede artirdig1 saptanmistir. Bu bulgular, 6nceki calismalarda siklofosfamidin,
ROS iiretimini artirdigi; bobrek, kalp, beyin karaciger, testis ve mesanedeki
mitokondrial  antioksidan  sistemini  zayiflattigit  yoniindeki  sonuglarla

ortiismektedir (116, 117). Invivo ortamda agiga cikan serbest radikallerin, ¢esitli
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mekanizmalarla mitokondrial disfonksiyona, solunum sistemi alevlenmesine
neden oldugu ve ¢esitli oksidazlarin aktivitesini artirdigi rapor edilmistir (118).

Antioksidan/antiinflamatuvar 06zelligi olan yiyeceklerin tiiketilmesinin,
siklofosfamidin neden oldugu hiicresel/organ toksisitesini engelleyebilecegi
belirtilmektedir (44).

Vitamin Dj3, vitamin D’nin aktif bir metaboliti olup degisik biyolojik
olaylarda rol oynamaktadir (119). Son on yilda yapilan ¢alismalar, vitamin D3’iin
antioksidatif etkilere sahip oldugunu rapor etmektedir (120). Vitamin D3’iin
oksidatif stresi azaltarak koruyucu etkinligini gdsteren bir¢cok bilimsel ¢aligma
mevcuttur. Garcion ve ark. (1999) ile Sardar ve ark. (1996) yaptiklari ¢aligmalarda
vitamin Dj3’tin iNOS aktivitesini diislirerek primer rat astrositlerindeki serbest
radikal olusumunu azaltip, peroksidaz ve SOD gibi antioksidatif savunma
sistemlerini harekete gecirme yoluyla oksidatif stresi engelledigini bildirmislerdir
(120, 121). Wiseman ve ark. (1993) yaptiklart ¢alismada vitamin D3’lin bir
membran antioksidani olarak demirin neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigini belirtmislerdir (122). Lin ve ark. (2005) ¢inko ile olusturduklar1 oksidatif
stresle vitamin Dg3’iin etkilerini, antioksidan etkileri iyi bilinen melatonin, beta
Ostradiol ve vitamin E ile karsilastirmiglardir. Vitamin D3’iin diger bahsedilen
antioksidanlara gore daha etkili oldugunu ve bunu da vitamin Ds-iin lipid
peroksidasyonunu ve otooksidasyonu azaltici etkilerine bagli olabilecegini ifade
etmislerdir (123).

Oksidatif stres apopitozisin uyarilmasinda gii¢lii bir mediatordiir.
Mitokondri organeli apopitozisde dnemli bir role sahiptir. Oksidatif stres sonucu

olusan mitokondriyal hasar ile sitokrom C salinimi olmakta ve sonrasinda olusan
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kaspaz aktivasyonu ile apopitotik hiicre 6liimii gergeklesmektedir (124). Cetinkalp
ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada, vitamin D3’ {in apopitoz mekanizmasinin
meydana gelmesini engelledigini belirtmislerdir (125).

Daha once yapilan ¢alismalar, VDR knockout farelerde, VDR kaybi ile
oksidatif stres olusumu arasinda anlamli bir iligskinin oldugunu kanitlar niteliktedir
(126). Vitamin D ve analoglarinin otoimmiin hastaliklar iizerinde
immiinomodiilator bir etkisinin oldugu ve bu hastaliklarin tedavisinde biiyiik bir
rol oynadigi rapor edilmistir (127). Invitro calismalarda, vitamin D’nin
immiinosupresif bir ajan gibi davranip lenfositlerin ¢ogalmasin1 ve sitokin
tiretimini azalttig1 belirtilmektedir (128). Vitamin D3’lin malign melonama, kolon,
g0ogiis ve prostat kanseri gibi cesitli solid tiimor igeren hastaliklarda kotii
hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi bildirilmekte olup (129), bazi hematolojik
malign durumlarda bir antikanser ilac1 gibi tedavi edici 6zelliginin oldugu ifade
edilmektedir (130-132).

Halicka ve ark. (2012) yaptiklar1 g¢alismada A549 ve TK6 tiimor
hiicrelerinin DNA’lar1 hasar goriirken olusan oksidatif mekanizma iriinlerinin
normal sekilde ¢cogalan lenfosit DNA’larina da hasar verdiklerini belirtip, vitamin
D3’iin bu durumu hafiflettigini gozlemlemislerdir (129). Bir bagka calismada Bao
ve ark. (2008) malign olmayan prostat hiicrelerinde, vitamin D3’iin dokularda,
rediiktan bir madde oldugu bilinen ve oksidatif strese karsi koruyucu 6zelligi olan
glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ekspresyonunda artisa neden olarak
antioksidan bir 6zellik gosterdigini belirtmislerdir (133).

Hamden ve ark. (2009) diyabetik ratlarda yaptiklar1 calismada; vitamin

D’nin pankreas, karaciger ve bobrekteki hiperglisemi, oksidatif stres ve hiicre
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hasarmi inhibe ettigini ifade etmislerdir. Vitamin D’nin, antioksidan sistemde
anahtar rol alan G6PD enziminin gen ekspresyonunu artirdigin1 belirtmislerdir
(89).

Salum ve ark. (2013) vyaptiklar1 ¢alismada, ilag verilmeyen diyabetik
ratlarda vitamin D’nin aortik dokularda N-Karboksimetil Lizini (CML) ve
karacigerdeki oksidatif stres indeks diizeyini azalttigini1 belirtmektedirler (134).

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki, siklofosfamid organizma iizerine olan
yan etkilerini oksidan/antioksidan dengesini bozup, ROS artis1 {izerinden
yapmaktadir. Biz bu caligmada vitamin D3 uygulamasi ile siklofosfamidin yan
etkilerini azaltmayi/6nlemeyi amacgladik. Gergekten de yaptigimiz bu deneysel
arastirmada siklofosfamid ile olusan karaciger hasarinin, vitamin D3 uygulamasi
ile belirgin sekilde azaldigini ayirt ettik.

Sonu¢ olarak tip alaninda siklofosfamid kullanilmasini gerektiren
hastaliklarin tedavisinde, komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in profilaktik olarak

vitamin D3 kullaniminin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.
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