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OZET

Asetaminofen, analjezik ve antipiretik etkinligi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir ilagtir.
Yiiksek dozda alindiginda organ yetmezligine kadar ilerleyen karaciger hasarina yol
acabilmektedir. Tiirkiye diinyanin en 6nemli bor rezervlerinin bulundugu cografyalardan
biridir. Esansiyel bir element oldugu diistiniilen borun bir bilesigi olan borik asit ile ilgili son
zamanlarda yapilan c¢alismalar borik asitin anti-inflamatuar ve antioksidan etkisinin
oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada, asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda borik asitin
vaskiilarizasyon ve rejenerasyon tizerindeki etkilerinin arastilmas1 amaglanmistir. Bu amagla
35 adet Sprague Dawley cins eriskin, erkek sigan her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele
5 gruba ayrildi. Gruplar, kontrol grubu, asetaminofen grubu, asetaminofen verildikten 1 saat
sonra borik asit uygulanan grup, asetaminofen verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
grup ve borik asit uygulanan grup olacak sekilde diizenlendi. Asetaminofen verildikten 24
saat sonra denekler sakrifiye edildi. Elde edilen kan 6rneklerinde biyokimyasal olarak ALT,
AST, GGT, total bilirubin, ALP ve glukoz degerlendirildi. Karaciger 6rneklerinde hepatik
hasar ve glikojen kaybi ile VEGF-A, AFP ve PCNA ifadeleri histokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemler ile degerlendirildi. Karaciger hasarindaki histopatolojik
degisikliklerin daha iyi anlasilmasi i¢in ii¢ boyutlu modelleme yapildi. Asetaminofen ile
olusturulan karaciger hasarinda borik asit uygulamasi sonucu sentrilobiiler nekroz, vaskiiler
konjesyon, inflamatuar hiicre infiltarasyonu ve hemorajiyi iceren hepatik hasarin, glikojen
kaybmin, ALT, GGT ve total bilirubin seviyesinin azaldig1 goriiliirken VEGF-A ifadesinin
ve PCNA pozitif hiicre yiizdesinin arttig1 goriildii. Elde edilen sonuglar incelendiginde
asetaminofen uygulamasinin karacigerde hasara yol a¢tig1 ve hasar sonrasi farkli zamanlarda
uygulanan borik asitin bu hasar1 azalttig1 gézlemlenmistir.
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ABSTRACT

Acetaminophen is a commonly-used drug due to its analgesic and antipyretic effects.
Overdosing of acetaminophen may lead to liver damage, which may result in organ failure.
Tiirkiye is one of the geographical regions that has the most important boron reserves in the
world. The latest studies about boric acid, a compound of boron considered as essential
element, revealed antiinflammatory and antioxidant effects. In this study, we aimed to
investigate the effects of boric acid on vascularization and regeneration in acetaminophen-
induced liver injury. 35 adult, male Sprague Dawley rats were randomly divided into 5
groups, each containing 7 rats. Groups were designed as control, acetaminophen, boric acid
treatment 1 hour after acetaminophen administration, boric acid treatment 8 hours after
acetaminophen administration and boric acid groups. After 24 hours of acetaminophen
application, animals were sacrified. ALT, AST, GGT, total bilirubin, ALP and glucose levels
were evaluated biochemically and hepatic injury, glycogen depletion, VEGF-A, AFP and
PCNA expressions were evaluated histochemically and immunohistochemically using the
liver and blood samples collected at the end of experiments. Three-dimensional modeling
was constituted to better demonstrate the histopathology of liver injury. Boric acid treatment
in acetaminophen-induced liver injury resulted in a decrease in hepatic injury including
centrilobular necrosis, vascular congestion, inflammatory cell infiltration and hemorrhage,
glycogen depletion, ALT, GGT and total billirubin levels on the other hand an increase
VEGF-A expression and PCNA positive cell percentage occured. Results showed that boric
acid treatment at different time points of acetaminophen induced liver injury reduced the
severity of damage.
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tarafindan hazirlanmiStir) ..o 85

Resim 4.20. Proteine (Makrofaj Migrasyon Inhibitdr Faktor) baglhh NAPQI’dan elde
edilmis Asetaminofen dimeri (kesikli ¢izgi igerisinde) goriilmekte. (QR
kodu okutarak animasyona ulasabilirsiniz) (3 boyutlu modelleme ve
animasyon Prof. Dr. Tuncay Veysel PEKER tarafindan hazirlanmigtir)
(120, T21) ettt ettt 86
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar: ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

nL Mikrolitre

pm Mikrometre

dL Desilitre

g Gram

kg Kilogram

mg Miligram

°C Santigrat derece
Kisaltmalar Aciklama

AFP Alfa fetoprotein

ALB Albiimin

ALF Akut karaciger yetmezligi
ALP Alkalen fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz
APAP Asetaminofen

AST Aspartat aminotransferaz
ATP Adenozin trifosfat

BA Borik asit

CCls Karbon tetrakloriir

CDK Siklin bagiml kinaz

COX Siklooksijenaz

DAMP Hasar ile iligkili molekiiler modeller
EGF Epidermal biiytime faktorii
FDA Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi
FGF Fibroblast biiyiime faktori

GER Graniillii endoplazma retikulumu



Kisaltmalar

GGT
GLU
GSH
HE
HGF
HNF-4
ICAM1
IL

I.P.
JNK
MAPK
MDA
NAC
NADP
NAPQI
NFxB
NSAID
PAS
PBS
PCNA
PIBK/AKT
PTEN
QPCR
ROS
SEM
SOD
TA
TGF-B
TLR
TNF-a
VEGF
VLDL

XVi

Aciklama

Gama glutamil transferaz

Glukoz

Glutatyon

Hematoksilen-eozin

Hepatosit biliyiime faktorii

Hepatosit niikleer faktor-4
Hiicrelerarasi adezyon molekiilii 1
Interlokin

Intraperitoneal

c-Jun N terminal kinaz

Mitojenle aktive edilmis protein kinaz
Malondialdehit

N-asetilsistein

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
N-asetil-p-benzokinonimine

Niikleer faktor kappa B

Nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar
Periyodik asit Schiff

Fosfat tamponlu salin

Proliferatif hiicre niikleer antijeni
Fosfatidilinositol-3-kinaz/protein kinaz B
Fosfataz ve tensin homologu
Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
Reaktif oksijen tiirleri

Taramal1 elektron mikroskobu
Siiperoksit dismutaz

Tiyoasetamit

Doniistiirticti bliytime faktorii beta
Toll benzeri reseptor

Tiimor nekrozis faktor alfa

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
Cok diisiik yogunluklu lipoprotein



1. GIRIS

Karaciger hem endokrin hem ekzokrin islevi olan viicuttaki en biiyiikk organdir.
Bagirsaklardan emilimi gergeklesen tiim maddelerin portal ven araciligi ile geldigi,
depolama, detoksifikasyon ve makromolekiiler metabolizmanin gergeklestigi onemli bir
organdir [1]. Detoksifikasyon islevinden otiirii karacigerde birgok enzimatik reaksiyon
gerceklesir. Bunun sonucunda stabil metabolitler olusurken bazi ilaglar ise hepatosit hasari
olusturabilen ve toksisite potansiyeli olan aktif metabolitlere doniisebilir. Bu metabolitlerin
yar1 omrii genellikle bir dakikadan daha az iken yiiksek miktarda ilag varligi veya metabolik
aktivasyon sebebi ile karacigerden uzaklastirilamaz ve birikerek niikleik asitlere, sinyal
proteinlerine veya enzimlere baglanarak toksisiteye sebep olabilir. Bu yiizden karaciger

yogun detoksifikasyon islevi sebebi ile hasarlanmaya yatkin bir organdir [2,3].

Asetaminofen (N-asetil-para-aminofenol; APAP), analjezik ve antipiretik bir ilag olarak ates
ve agrinin giderilmesinde yaygin bir sekilde kullanilir. Giivenli doz araliginda yan etkisinin
az olmasi, bircok farkli formda (tablet, kapsiil, siispansiyon gibi) bulunmasi, regetesiz
satildigr ve ucuz oldugu i¢in elde edilebilirliginin kolay olmasi kullanim yayginligini
arttirmaktadir [4]. Tek seferde yiiksek doz APAP kullanim1 veya igerisinde APAP bulunan
ilaglarin es zamanli kullanilmasi nedeni ile karacigerde hasara sebep oldugu bilinmektedir.
Doz agiminin sonucunda organ kaybina kadar gidebilen durumlar ortaya ¢ikabilir [5]. APAP,
karacigerde sitokrom p450 ailesine dahil enzimler ile N-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)
metabolize olur ve glutatyon (GSH) varliginda toksik olmayan son metabolite ¢evrilerek
idrar ile atilir. Ancak yiikksek doz APAP varhiginda glutatyonun bu reaksiyonun
gerceklesmesi igin yetersiz kalmasi sonucu, ortamda yiiksek diizeyde reaktif bir ara
metabolit olan NAPQI birikir ve hiicredeki proteinlere baglanarak hasar olusumuna neden
olur [6]. NAPQI, ozellikle mitokondriyal proteinlere baglanarak hasar olusturup oksidatif

stresin de artmasi ile hepatositlerde nekroza sebep olur [7].

Yiiksek doz APAP hepatositlerden 6nce siniizoid endotel hiicrelerinde hasara sebep olur ve
bdylece konjesyon olusur. Endotel hiicrelerinin hasarlanmasi sonucunda mikrovaskiiler
dolagim bozulurak karaciger hasarmin 6zellikle hepatosit nekrozunun gelismesine sebep
olur [8]. Karacigerde olusan hasarin giderilmesi ve rejenerasyon siireci i¢in hasarli alanda
yeniden vaskiilarizasyonun olusmasi gerekir. Bu sebeple rejenerasyonun gerceklesmesi igin

proanjiyogenik faktorler tiretilir [9]. Sinuzoid endotel hiicreleri, vaskiilarizasyonun yani sira



hepatosit biiytime faktorii (HGF) salgilayarak parankim hiicresi hepatositlerin
proliferasyonuna da destek olur. Hepatositler de vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) salgilayarak siniizoid endotel proliferasyonunu saglar [1,10]. Rejenerasyon siireci
hem hepatosit proliferasyonu hem de progenitdr hiicre farklanmasi ile meydana gelir.
Nekrozun ¢ok siddetli oldugu ve hepatosit proliferasyonunun yetersiz kaldigi durumlarda

rejenerasyonda progenitor hiicrelerin farklilasmasi yer alir [11,12].

N-asetilsistein (NAC), APAP toksisitesinde kullanilan bir antidottur. Ancak NAC’in yan
etkileri arasinda kizariklik, iirtiker, kusma ve anafilaksi bulundugu ve bu yan etkiler sebebi ile tedavi
uygulamalarindaki kisitliliklardan 6tiirli kullanilabilecek yeni alternatifler aragtirilmaktadir
[13,14]. Antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri olan resveratrol [15], kurkumin [16],
silmarin [17], tannin [18] ve prosiyanidin [19] gibi maddelerin APAP kaynakli karaciger

hasarinda hepatoprotektif etkiler sergiledigi gosterilmistir.

Ulkemiz diinyadaki en &nemli bor rezervlerine sahip cografyalardan biridir [20]. Bor,
giinlimiizde antiseptiklerde, pestisitlerde, temizlik iriinlerinde ve farmasotik
formiilasyonlarda kullanilmaktadir [21]. Dogada element degil bilesikler halinde bulunan
bor, pH degerinin 7’nin altinda oldugu kosullarda ve ayrica bitki ve hayvanlarda borik asit
seklinde bulunur. Toprakta bulunan borik asit yesil yaprakli bitkiler tarafindan emilir ve
eksikliginde bitkilerin biiylimesinde azalma ve renk kaybi goriildiigii igin esansiyel bir
mikrobesin olarak kabul edilir [22-24]. Giiniimiizde borik asit tizerinde yapilan galismalar
antioksidan [25] ve anti-inflamatuar [26] etkinligi ile hepatoprotektif bir ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Farkli deneysel modellere uygulandiginda ise apoptozisi

baskiladig1 ve anjiyogenezi arttirdigi gosterilmistir [27-29].

Yiiksek doz APAP kaynakli karaciger hasarinin molekiiler mekanizmalar1 bilinmesine
ragmen klinikte tedavi olarak sadece NAC antidot olarak uygulanmaktadir. NAC, APAP doz
asimindan sonra en kisa siirede verilmelidir. Saglik merkezine ge¢ bagvuran kisilerde ise
etkisinin smirli oldugu ve uzun siireli uygulamalarda yan etkilere sebep olabilecegi
bildirilmistir [65]. i1k 8 saatlik siiregteki NAC uygulamalar1 hepatik hasar1 en aza indirirken
bu siire zarfindan sonra yapilan uygulamalarda hepatotoksisitenin riskinin yiiksek oldugu
bildirilmistir [30]. Tiim bu sebeplerden 6tiirli asetaminofen doz asiminin karacigere verdigi
hasarin azaltilmasi ve onarmmi ile ilgili alternatif terapotiklerin arastirilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.



Bu caligmada literatiirdeki bilgilere dayanarak yliksek doz asetaminofen nedeniyle olusan
karaciger hasarinda, borik asitin 1 saat ve 8 saat sonra uygulanmasinin vaskiilarizasyon ve

rejenerasyon siirecinde etkilerinin arastirilmasi1 amaglanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger, yetiskin bir insanda yaklasik 1,5 kg agirliginda olan en biiyiik glandular organdir
[31]. Hem endokrin hem ekzokrin salgi yapan karacigerin bir¢ok farkli iglevi vardir [43].

2.1.1. Anatomisi

Karaciger, kahverengi-kirmizi renkte ve yarim elipsoid seklindeki organ, karin boslugunun
sag list kisminda diafragmanin altinda bulunur. Organin diafragmaya degen iist boliimiine
facies diaphragmatica ve alt boliimdeki diger organlar ile komsuluk yapan yiiziine facies
visceralis denir [32]. Facies visceralis, midenin 6n yiiz sag tarafi, omentum minus, pars
superior duodeni, vesica biliaris, flexura coli dextra, colon transversum’un sag tarafi, ren

dexter ve glandula suprarenalis dexter ile komsuluk halindedir [33].

Facies diafragmatica tarafinda periton ile gevrelenmeyen ve diafragmayla direkt temasi olan
bolgeye area nuda denir. Bu bolge disinda periton ile gevrelenen karaciger intraperitoneal
organlardan biridir. Peritonun altinda bag dokudan olusan ve organi ¢epegevre saran capsula

fibrosa (Glisson kapsiilii) bulunur [34].

Karacigerin visseral yiiziinde komsulugundaki organlarin izleri, yarik ve oluklar bulunur.
Ayrica bu ylizde karaciger kapisi veya portal fissiir olarak da adlandirilan porta hepatis
vardir. Bu alanda organa giren ve ¢ikan yapilardan a. hepatica propria, v. portae hepatis, duc.

hepaticus dexter ve sinister bulunmaktadir [32].

Karaciger anatomik olarak dort loba ayrilir. Bu loblar 6n ylizde ligamentum falciforme
hepatis tarafindan biiyiik olan lobus hepatis dexter ve kiiciik olan lobus hepatis sinister’e
ayrilir. Organin visseral yliziinde ise “H” harfine benzeyen oluklar bu yiizii lobus caudatus

ve lobus quadratus olarak loblara ayirir [32].

Karacigerin damar ve sinirleri

Karacigerin kanlanmasi %20-25 oraninda arteria hepatica ve %75-80 oraninda vena porta

hepatis olmak tizere iki farkli kaynaktan saglanir. Vena porta hepatis oksijen igerigi diisiik,



besin igerigi yiiksek kani sindirim kanalindan karacigere getirir. Bu ven, v. mesenterica
superior ve v. splenica’nin birlesimi ile olusur. Vena porta, a. hepatica ve ductus
choledochus’un arka tarafindan porta hepatis’e girer. Bu noktada r. dexter ile r. sinister’i
olusturmak tizere ikiye ayrilir [32]. a. hepatica’nin dallar1 ile beraber dallanir ve birlikte
ilerledigi arterlerle vena centralis’e agilir. Vena centralis’ler vena hepatica’lart olusturur ve
porta hepatis’ten gelen kanlar1 vena cava inferior’a iletirler. Vena porta hepatisin yani sira
karacigeri besleyen diger damar arteria hepatica propria, truncus coeliacustan dallanan
arteria hepatica communis’in bir dalidir. Bu arter, porta hepatis’de r. dexter ile r. sinister

seklinde ikiye ayrilir [35].

Vena porta ve arteria hepatica’dan gelen kan hepatik hiicre kordonlar1 arasinda yer alan
siniizoidlerde birlesir ve vena centralis’e akar. Her lobiilde bulunan vena centralis’ler
birleserek vena sublobularis’i olusturur. Bu venler de birleserek vena hepatica ile vena cava

inferior’a kan akigini iletir [36,37].(Sekil 2.1) .

Santral Terminal Arteriosiniizoidal
Dallanma

Safra Kanali Veniil Siniizoid

Inlet Veniil

Hepatik Portal
Venin Terminal
Dali

Siniizoid Hepatik Arterin

Terminal Dali

Sekil 2.1. Karacigerdeki mikrosirkiilasyon [37] (Tirkce’ye gevrilmistir)

Karaciger yiiksek miktarda lenf s1visi tireten bir organdir. Lenf s1visi, perisiniizoidal aralikta
olusur ve Mall araliginda (periportal alan) toplanarak diger portal triad yapilarinda bulunan
lenfatik kapillerlere bosalir. Lenf sivisi portal alandan vena centralis’e dogru akar [38].
Lenfatik kapillerlerden gelen lenf porta hepatis’te bulunan nodi hepatici’ye bosalir. Buradan
cikan lenf nodi coeliaci’den gecer ve ductus thoracicus’a drene olur. Yiizeyel lenfatik
damarlar nodi hepatici’ye oradan da nodi coeliaci’ye bosalir. Bazi lenf damarlar1 for. venae

cavae’den gegip nodi phrenici superiores ve sonra nodi parasternales ile devam eder [35].



Organin sempatik sinir innervasyonu nn. splanchnici’den gelirken parasempatik sinir
innervasyonu n. vagus’tan gelir. Gelen sinir lifleri plexus coeliacus’u olusturduktan sonra
vena porta hepatis ve arteria hepatica propria ¢evresinde plexus hepaticus’u olusturarak

karacigere girer [35].

Safra kanallari

Ekzokrin bir organ olarak karaciger, kolesterol, fosfolipit ve safra tuzlarindan olusan safray1
uiretir. Safra hepatositler tarafindan iiretilip canaliculus bilifer’e gecer. Bu yapilar birleserek
ductus biliferi ve onlar da ductus interlobularis biliferi’yi olusturur [35]. Bu kanallar daha
sonra ductus hepaticus dexter ve ductus hepaticus sinister ile devam eder. Porta hepatiste
birlesip karacigerden ayrilan kanallar ductus hepaticus communis’i meydana getirir. Bu
kanal safra kesesinden gelen ductus cysticus ile beraber ductus choledochus’u olusturur.
Safra bu kanal araciligr ile duodenuma akar. Boylece ductus choledochus’un son kismi
duodenumun posteromedial duvarinda bulunan papilla duodeni major’in bulundugu
bolgeye agilir. Kanalin son boliimiindeki ampulla hepatopancreatica (ampulla Vateri) olarak
isimlendirilen genisleme ve bu geniseme g¢evresindeki sphincter hepatopancreatica (Oddi
sifinkteri) safranin akisini kontrol eder [34] (Sekil 2.2).

Hepatik Ven
Sublobiiler Ven ¥ f

. D —
Santral Ven '
4 N > 4 i
4 >

Portal
Triad

Portal Triadlar

_J/ <IOFN A.CRAIﬁ.JAD
Hepatik Arter
= Hepatik Portal Ven

Ortak Hepatik Kanal

Porta hepatisten organin igine dogru damar ve safra kanallar1 boyunca
uzanan perivaskiiler fibroz (Glisson) kapsiilii

Sekil 2.2. Karacigerde kanlanma ve safra dolasimi [46] (Tiirkge’ye gevrilmistir)



2.1.2. Gelisimi (embriyolojisi)

Gelisimin 4. haftasinda 6n bagirsagin distalinde karaciger tomurcugu veya hepatik divertikiil
olarak bilinen bir ¢ikinti ortaya cikar. Karaciger tomurcugunu olusturan hiicreler hizli
boliinme yetenegine sahip olup perikard boslugu ile vitellin kanali arasinda bulunan ve
mezodermal bir yapi olan septum transversuma dogru penetre olur. Endodermal hiicreler
cogalarak hiicre kordonlarin1 ve safra kanalini meydana getiren epiteli olusturur ve bu
siirecte divertikiil ile duodenum arasinda kalan bolge daralarak safra kanalini meydana
getirir. Safra kanalindan gelisen ventral bir ¢ikinti ise safra kesesi ve sistik kanal olusturur
[39]. Hepatik hiicre kordonlar1 organin parankimine farklanir ve siniizoidleri olusturacak
olan endotel hiicrelerinin gevresinde agsi bir sekilde yerlesim gosterir. Organin stromasi,

hematopoetik bilesenleri ve Kupffer hiicreleri splanknik mezensimden koken alirlar [40].

Gelisimin ilerlemesi ile karin boslugunda bulunan organ kaudale dogru genisler. Karin 6n
duvari ve karaciger arasinda bulunan septum transversuma ait mezoderm gerilip incelerek
ligamentum falsiforme’yi olusturur. Karaciger ile 6n bagirsak arasindaki septum mezodermi
ise membrandz bir yapiya farklanarak omentum minus’u olusturur. Organin yilizeyindeki
mezoderm gelecekte diyafram ile temas eden alan disinda visseral peritona farklanir.
Diyafram ile iliskili olan bu bolge ise karacigerin ¢iplak bolgesi seklinde isimlendirilir ve

periton ile ortiili degildir [39].

Gelisimin 5. haftasindan 10. haftasina kadar organ hizla biiyiir ve organin agirligi
hematopoetik islevleri ve siniizoidlerin de gelismesiyle beraber viicut agirliginin yaklagik
%10’unu olusturur. Hepatositler ve siniizoidler arasinda eritrosit ve graniilositlerin onciilleri
goriiliir. Organin hematopoetik islevi son iki ayda giderek azalir ve dogumda ¢ok az
hematopoietik hiicre gruplart bulunur. Karaciger agirligi da doguma kadar azalir ve
dogumda toplam viicut agirliginin %5’i kadarini olusturur. 12. haftada hepatositlerde safra
iiretimi baglar. Olusan sistik kanal ve hepatik kanal birlesir ve duodenuma baglanan kisim
koledok kanalina doniisiir. Duodenumun gelisimiyle birlikte meydana gelen rotasyon
sonucunda koledok kanalinin duodenuma giris yeri 6n yilizden arka yiize dogru yer degistirir.
Gelisimin erken donemlerinde safra kanallar epitel ile kapaliyken vakuolizasyon sonrasinda
bu hiicreler dejenere olur ve kanal yapilart meydana gelir. Boylece hepatositler tarafindan

tiretilen safra 12. haftadan itibaren safra kanalindan gecerek bagirsaga akar [39,40].



Vitellin venleri karaciger gelisim siirecinde ags1 bir sekilde siniizoid yapilarini olusturur.
Intraembriyonik vitellin venleri hepatik portal sistemin biiyiik boliimiinii olusturur. Sag
umbilikal ven ve solun proksimal kismi korelirken geriye kalan kismu sintizoidler ile

anastomozlasarak duktus venosus ve vena cava inferior ile bir sant olustururlar [41].

Karaciger gelisiminin molekiiler temeli

On bagirsak endodermi karacigere farklanmak icin gerekli genleri ifade edebilecek bir doku
iken ektoderm, notokord ve kardiyak olmayan mezoderm gibi dokulardan salinan inhibe
edici faktorler sebebi ile bu endodermin karacigere gelisimi engellenir. Gelecekteki
karacigerin olusacagi bolgede kardiyak mezoderm fibroblast biliylime faktorii (FGF)
salgilayarak karacigerin gelisimini baskilayan inhibe edici faktorleri etkisiz hale getirir.

Boylece kardiyak mezodermin etkisi ile karaciger gelisimi meydana gelmis olur [39].

Hepatik kordonlar1 olusturan hiicreler olan hepatoblastlar bipotent dzellikte hiicrelerdir. Bu
hiicreler hepatik parankim hiicreleri olan hepatositlere ve intrahepatik safra kanalini
olusturan kolanjiyositlere farklanabilirler. Hepatoblastlar, hepatosit niikleer faktor-4 (HNF-
4) ve FoxA transkripsiyon faktorlerinin varliginda albtimin (ALB) ve alfa fetoprotein (AFP)
salgilayan parankim hiicrelerine yani hepatositlere farklanirlar. Diger hepatoblastlar,
doniistiiriicii biiytime faktorti beta (TGF-p) ve Notch etkisi ile portal venin yakininda bir
duktal plak olusacak sekilde toplanirlar. Gelisimin ilerleyen doneminde kolanjiyositlere

farklanan bu hiicreler intrahepatik safra kanallarini olustururlar [42].

2.1.3. Histolojisi

Karaciger, endokrin ve ekzokrin salgi yapan viicuttaki en biiylik bezdir. Organ Glisson
kapsiilii olarak isimlendirilen diizensiz siki bag dokudan olusan bir kapsiil yapisi ile distan
cepegevre sarilidir. Kapsiil yapist organin i¢ kisimlarina dogru ilerleyerek organi lob ve
lobiillere ayirir. Kan ve lenf damarlar, sinirler ve safra kanallar1 stromay1 olusturan bag
dokusu igerisinde yer alirlar. Karaciger parankiminin biiyiik boliimii kordonlar seklinde
anastomozlasan ve tek tip hiicreler olan hepatositlerden olusur. Hepatosit kordonlar1 v.

centralis’ten perifere dogru birbirine paralel bir diizenlenimde yerlesim gosterirler [43].
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Hepatositler, bir¢ok farkli metabolik, endokrin ve ekzokrin islevini karacigerin essiz
histolojik organizasyonu sayesinde gerceklestirir. Organin parankimi, v. centralis etrafinda
radiyal diizenlenimde olan ytizlerce hepatosit kordonu ve aralarinda siniizoidlerin bulundugu
bir¢ok kiigiik lobiilden (~0.7 x 2 mm) meydana gelmistir. Lobiiliin merkezinde v. centralis
bulunurken, periferinde sayilar1 3-6 arasinda degisen portal alan veya portal triad olarak
isimlendirilen interlobiiler yapilar bulunur. Portal alanda genel olarak portal venin dali olan
bir veniil, hepatik arterin dali olan bir arteriyol ve bir veya iki kiigiik safra kanali bulunur.
Ayrica lenfatik damarlar ve sinir lifleri de portal alanda yer alir. Hepatosit kordonlari
retikdiler lifler (=Tip-I11 kollajen lifler) ile desteklenir ve bu lifler organin gatisini olusturur.
Portal alandaki yapilar ve v. centralis endoteli fibr6z bag dokusu ile desteklenir. Her
lobiildeki v. centralis’ler birleserek v. cava inferior’a drene olacak daha biiyiik venleri

olusturur [31].

Karaciger islevsel olarak ele alindiginda endokrin, ekzokrin ve detoksifikasyon islevlerine

gore farkli lobiil yapilari ile incelenmektedir (Sekil 2.3):

Klasik lobiil

Farkli lobiil tanimlamalar1 arasinda en yaygin kullanilan ve kan akisini temel alan bu
tanimlama klasik karaciger lobiiliidiir. Klasik karaciger lobiilii, ortasinda terminal hepatik
ventiil (v. centralis) ve periferinde portal alanlarin bulundugu hekzagonal sekilli bir yapi
olarak tanimlanir. Portal alanlar arasinda ince bir bag dokusu bulunur. Bu bag dokusu
insanda yogun olarak bulunmadigindan lobiil sinirlari belirgin degildir ancak domuz gibi
farkl tiirlerde daha yogun bag dokusu liflerinin varlig1 nedeni ile lobiillerin ayrimi1 daha
kolaydir. Bu bag dokusu organi saran kapsil yapisi ile devamlilik gdsterir. Lobiiliin
cevresindeki bag dokusu ile hepatositler arasinda kalan alana Mall araligi (=periportal alan)
denir [38]. Kanin akis1 portal alandan v. centralis’e dogrudur ve bu diizenlenim organin

endokrin iglevini vurgulamaktadir [31].

Portal lobiil

Karacigerin ekzokrin salgi islevinin temeli olarak tanimlanan bu lobiiliin merkezinde safra
kanali bulunmaktadir. Birbirine komsu ti¢ klasik portal lobiiliin v. centralis’lerinden olusan,

ticgen seklindeki bu lobiiliin merkezinde portal alan bulunur. Hepatositlerin ekzokrin salgisi
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olan safra, kanin akis yoniine gore ters sekilde kanalikiillerden safra kanallarina ve portal

triada dogru akar [44].

Karaciger asiniisi

Komsu klasik iki lobiiliin v. centralis’leri ve iki portal alanlarindan olusan oval sekilli bir
yapidir. Bu tanimlama, hepatositlerdeki kan akisina bagli olarak oksijenlenmesi, beslenmesi
ve metabolik aktiviteleri temel alinarak yapilmistir. Asinlis ve zonlar1 karacigerdeki
patolojik durumlarin incelenmesi ve degerlendirilmesi agisindan énemlidir. Hepatositler v.
centralis ve portal alana olan uzakliklarina gore zonlara ayrilmiglardir. Zon 1 portal alana en
yakin olan bdlgedir. Burada bulunan hepatositler a. hepatica ve v. porta’dan gelen kan ile ilk
karsilasan hiicreler olduklarindan digerlerine gore daha oksijenli ve besin yoniinden zengin
bir ortamda bulunurken kandaki toksinlerle ilk karsilasan hiicrelerdir. Ayrica bu zondaki
hepatositler iskemi durumunda son etkilenen ve ilk rejenerasyon gosteren hiicreler olmakla
birlikte safra kanal1 tikanikligindan da ilk etkilenen hiicrelerdir. Zon 2, zon 1 ve 3 arasindaki
bolgedir ve bu zonda bulunan hepatositler digerlerine gore daha orta seviye etkinlige
sahiptir. Zon 3 v. centralis’e yakin olan bolgede bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler siniizoidal
kanin daha az oksijenli ortaminda bulunduklar1 i¢in iskemiden en hizli etkilenen hiicrelerdir.
Ayrica yag birikimi zon 3’de bulunan hepatositlerde diger zonlara gore daha erken gortiliir.
Farkli zonlarda bulunan hepatositlerde goriilen metabolik aktivite ve detoksifikasyon
farkliliklarinin sebebi enzim aktivitelerinin, i¢erdikleri organellerin dagilimlar1 ve glikojen
depolama kapasitelerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir [38]. Zon 3’deki hiicreler

digerlerine gore daha fazla glikoliz, lipit sentezi ve ilag metabolizmasinda yer alir [31].
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Sekil 2.3. Karaciger lobiillerinin sematik gosterimi [38] (Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir)

Hepatositler, poligonal sekile sahip hiicreler olup belirgin bir apikal ve bazal yilizeye sahip
degildirler. Ancak baz1 kaynaklara gore hiicrenin safra salgisi salinan ve kanalikiillerin
bulundugu yiizeyi apikal yiizey, Disse aralifina bakan ylizeyi ise bazal ylizey olarak
tanimlanabilir. Hepatositlerin Disse araligina bakan yiizeylerinde ¢ok sayida uzun
mikrovillus yapilart bulunur. Bu yapilar, yiizey alanini biiyiik miktarda arttirarak
hepatositlere siniizoidal kandan gelen metabolit ge¢isini kolaylastirir. Hepatositler, ekzokrin
salg1 olan safrayi salgilayarak sindirime katki saglarlar. Bu salgiy1 kanalikiil ad1 verilen ve
sintiziodlerden sik1 baglanti birimleri ile ayrilan, ince hiicrelerarasi kanal yapilari ile safra
kanallarma aktarirlar. Safra kanalikiilleri baslangicta epitel yapisindan yoksunken daha
sonra genisleyerek safra kanallarini olusturur ve kanal boyunca tek katli yassi epitelden tek
katl kiibik epitele dogru degisiklik gosterirler. Safranin akis yonii kanin akis yoniine gore
ters bir sekilde lobiilin merkezinden perifere dogrudur. Hepatositler, genellikle
mononiikleer hiicrelerken %25’e yakin bir kismi ise biniikleerdir. Hepatosit sitoplazmasi
hiicrenin emilim, detoksifikasyon veya molekiillerin modifikasyonu gibi islevleri ile uyumlu
olarak organelden zengin bir yapiya sahiptir. Plazma proteinlerinin sentezi ve salinmasi
karacigerin 6nemli islevlerinden biridir. Bu sebeple hepatositler ¢ok sayida serbest ribozom
ve graniilli endoplazma retikulumu (GER) igerirler. Ayrica lipit metabolizmasi ve
detoksifikasyon reaksiyonlar1 sebebi ile hepatositlerde yogun miktarda diiz endoplazma
retikulumu goriilir. Diiz endoplazma retikulumlarinda ilag detoksifikasyonu, kolesterol
sentezi ve glukoneogenez siirecinde yer alan enzimler bulunur. Sitoplazmada depolanan
glikojenler diiz endoplazma retikulumlarinin gevresinde goriiliir. Golgi bilesigi genel olarak

niikleus ve safra kanalikiilii yakininda bulunur. Ayrica farkli boyutlarda lipit damlaciklari,
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cok sayida lizozom ve Golgi bilesigi yakininda peroksizomlar sitoplazmada yer alir. Cok

sayida mitokondriyon igeren hepatositler cogunlukla asidofiliktir [45,46].

Lobiil i¢inde kordonlar olusturan hepatositler arasinda siniizoid olarak isimlendirilen
vaskiiler yapilar bulunur. v. porta ve a. hepatica dallarindan gelen vendz ve arteriyel kan bu
yapilarda birbirine karigarak v. centralis’e dogru akar. Hepatositler arasinda diizensiz bir
sekilde yer alan siniizoidler, diyaframsiz, genis fenestrali endotel hiicrelerinden ve bu
hiicreleri destekleyen aralikli basal lamina ve retikiiler liflerden olusur. Hepatositler ve
siniizoidler arasinda Disse aralig1 olarak da adlandirilan bir perisiniizoidal aralik bulunur.
Hepatositlerin Disse araligina bakan yiizlerinde mikrovilluslar bulunur ve endotel
porlarindan gegen plazma igerikleri, besinler ve atik maddeler bu yolla hepatositlere ulasir.
Hepatosit ve endotel hiicrelerinin iliskisini saglayan bu histolojik diizenlenim hepatositlerin

birgok islevi i¢in gerekli olan madde gecisine olanak saglar [31,45].

Monosit kokenli, mononiikleer fagositik sistemin bir {iyesi olan Kupffer hiicreleri veya diger
ismi ile stellat siniizoidal makrofajlar siniizoid duvarinda yer alan hiicrelerdir. Kupffer
hiicreleri diizensiz sekilli hiicreler olup oval bir ¢ekirdege sahiptir [44]. Bu hiicrelerin
elektron mikroskobik goriintiilerinde mitokondriyon, kiigiik bir Golgi bilesigi, bol miktarda
lizozom ve ge¢ endozomlar goriilmektedir. Cok sayida filopodia benzeri uzantilart olan
Kupffer hiicreleri ile komsulugundaki siniizoid endotel hiicreleri arasinda hiicreler arasi
baglanti birimleri yoktur [43]. Kupffer hiicreleri portal kan ile gelen bakterileri fagosite eden
ve antijen sunan hiicrelerdir. Bunun yani sira kan ile gelen yaslanmis veya hasarli eritrositleri
de fagositoz yolu ile pargalar ve hemosiderin graniilleri olusturarak demirin yeniden

kullanilabilmesini saglar [38].

Disse araliginda, hepatosit mikrovilluslart ile birlikte organin hiicre popiilasyonunun
yaklasik %5 ini olusturan hepatik stellat hiicreleri diger adiyla Ito hiicreleri bulunmaktadur.
Ig seklindeki bu hiicreler kimyasal algilayici islevi olan birgok sitoplazmik uzantiya sahiptir
[37]. Hiicre uzantilarinin bir kismi siniizoid endotel hiicreleri ile temas halindeyken bir kismi1
da hepatositlerin mikrovilluslu yiizeyleri ile iliskidedir. Kii¢lik ve oval bir niikleusa sahip
olan Ito hiicreleri sitoplazmasinda az miktarda mitokondriyon ve dagmnik bir sekilde GER
bulunur. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda A vitamini ve diger yagda ¢dziinen vitaminleri
depoladiklari ¢ok miktarda lipit damlaciklar1 ve vakuoller goriiliir. Sitoplazmik uzantilarinda

ise ¢ok sayida mikrotiibiiller, aktin ve vimentin filamentleri bulunur. Alfa diiz kas aktini (a-
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SMA) ifade eden bu hiicreler vazoaktif maddelerin varliginda kasilarak sintizoidal dolasimin
diizenlenmesine katki saglayabilir. Ayrica Ito hiicreleri akut ve kronik patolojik siireclerde
miyofibroblastlara farklilasarak ekstraseliiler matriks elemanlarindan laminin, fibronektin,
tip I, IIT ve IV kollajen liflerini iiretir. Bdylece hasarli hepatositlerin yerini alarak organin

parankiminde gelisen fibrozis ile hasarin onarilmasini saglarlar [46].

2.1.4. Fizyolojisi

Karaciger trettigi salgilar sebebi ile hem endokrin hem de ekzokrin bir organdir. Pek ¢cogu
hepatositlerce gergeklestirilen bir¢ok islevi vardir. Safra iiretimi, detoksifikasyon, lipit,
karbonhidrat ve protein metabolizmasi, vitaminlerin ve demirin depolanmasi, immiinolojik

islevler karacigerin yer aldig1 6nemli metabolik siireclerdir.

Safra {iretim islevi; safra hepatositlerde de novo olarak kolesterolden iiretildigi gibi ince
bagirsaga gecen kismi da geri emilerek v. porta araciligiyla karacigere geri doner ve
hepatositler tarafindan endositoz ile geri alinir. Safra tekrar kanalikiillerden safra kanallarina

salinarak duodenuma bosalir. Buna safra tuzlarinin intrahepatik yeniden dolasimi denir [47].

Detoksifikasyon islevi; ilag, ksenobiyotik ve toksinlerin uzaklastirilmasi karacigerin 6nemli
islevlerinden biridir. Bu maddeler suda tam ¢oziinebilen maddeler olmadigindan bébrekten
atilimlar1 tam olarak gerceklesemez. Bu sebeple karaciger faz I (oksidasyon) ve faz II
(konjugasyon) reaksiyonlari ile bu maddeleri daha fazla suda ¢6ziinebilir hale getirir. Faz |
reaksiyonlart hidroksil grubu veya karboksil grubu eklenmesi seklinde gergeklesir. Diiz
endoplazma retikulumu ve mitokondriyonda meydana gelen bu reaksiyonlarda sitokrom
P450 ailesine ait proteinler gorev alir. Faz II reaksiyonlarinda ise glisin veya glukronik asit

cklenmesi ile maddelerin suda ¢oziintirliigii artar ve bobrekten atilimlari kolaylasir [38].

Karbonhidrat metabolizmasindaki islevi; kandaki glukoz seviyesini glukozu glikojene
cevirerek veya glikojenoliz ile glikojeni glukoza ¢evirerek glukoz metabolizmasini diizenler.
Ayrica glukoneogenezis ile amino asitlerden ve yaglardan glukoz tiretimi de hepatositlerde

gergeklesir [43].

Protein metabolizmasindaki islevi; karacigerin 6nemli islevlerinden biri albiimin, fibrinojen,

protrombin, transferrin gibi plazma proteinlerinin sentezi ve salinmasidir. Ayrica amino
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asitler enerji ihtiyact oldugunda karacigerde deaminasyona ugrayarak kullanilabilir. Bu
reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan amonyagin viicuttan uzaklastirilmasinda da karaciger rol

alir. Bir diger 6nemli islevi de amino asit sentezi ger¢eklestirmektir [48].

Yag metabolizmasindaki islevi; lenfatik sistem ve ince bagirsaklardan gelen silomikron
yapilari hepatositlerde yag asiti ve gliserole doniistiiriir. Yag asitleri, fosfolipit ve kolesterol
yapiminda kullanilir ve bu molekiiller hepatositlerde depolanir [43]. Uretilen kolesteroliin
bliyiik miktar1 safra tuzlar seklinde safraya katilir. Karacigerde tiretilen ve plazmadan alinan
yag asitleri ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) e gevrilir. Ayrica karacigerde protein
ve karbohidrat molekiillerinden yag sentezi yapilir ve bu iriinler dokulara lipoproteinler
seklinde iletilir [48].

Vitamin metabolizmasindaki islevi; yagda ¢oziinen A, D, K vitaminleri ile Bi2 vitamini
karacigerde depolanan veya metabolize olan vitaminlerdir. En yiiksek miktarda depolanan
vitamin A vitaminidir (retinol). Karaciger A vitaminini depolamanin yani sira alimi ve
kandaki seviyesinin diizenlenmesinde de rol oynar. A vitamininin depolanmasinda ve tekrar
salinmasinda Ito hiicreleri gorev alir. Karacigerde depolanan A vitamininin miktar1 yaklasik
olarak 10 ay eksikligin goriilmeyecegi diizeydedir. Karacigerde D vitamini depolanmasi
genellikle goriilmez ancak bu vitaminin diyet ile aliman D3 formundan 25-
hidroksikolekalsiferol formuna doniistiiriilmesi gerceklesir. Iskelet sistemi ve kemik
mineralizasyonu i¢in 6nemli olan D vitamini 3-4 ay eksikligi goriilmeyecek diizeyde
karacigerde bulunur. K vitamini, protrombin gibi pihtilasma faktorlerinin karacigerde
sentezlenmesinde yer alir. Bu vitamin, diyet ve bagirsak florasindaki bakterilerin
sentezlemesi ile silomikronlarla birlikte karacigere gelir. Burada emilip bir kismu
kullanilirken bir kism1 da VLDL ile salinir. Karacigerde depolanan vitaminlerden biri olan
B12 biiylik miktarlarda depolanabildigi i¢in bir y1l veya daha fazla eksikligi goriilmeyebilir
[38,48]

Billirubin metabolizmasindaki islevi; hemoglobinin toksik yikim metaboliti olan billirubin
suda coziinmeyen ve kanda alblimine bagli olarak bulunan bir maddedir. Karacigerde
hepatositler tarafindan alinan billirubin bu hiicrelerde toksik olmayan ve suda ¢oziinen
billirubin glukuronide ¢evrilir. Bir kism1 dolasima gecerken bir kismi da safra yolu ile

bagirsaga geger ve feges ile atilir [43].
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Kanin filtrasyonu islevi; v. porta ile bagirsaklardan gelen kanda bakteri varligi goriiliir.
Venoz siniizoidlerde bulunan Kupffer hiicreleri bu bakterileri fagosite ederek kanin

temizlenmesini saglar. Boylece bakterilerin sistemik dolasima katilmasi engellenir [48].

2.2. Akut Karaciger Hasar1 ve Yetmezligi

Akut karaciger yetmezligi (AKY)) hepatositlerin hizla hasarlandigi ve organin rejenerasyon
siirecinin hepatosit kaybimi telafi edemedigi siireclerde ortaya c¢ikar. Fulminan karaciger
yetmezligi olarak da isimlendirilen AKY, ilk 1950’lerde 6zel bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Glinlimiiz gelismis tedavi uygulamalarina ragmen hala AKY varligi1 ¢ok kisa
stirede hepatik koma veya Olim ile sonuglanabilir. AKY’nin bir¢ok sebebi olabilir,
bunlardan baslicalar1 viral enfeksiyonlar ve yiiksek doz ilag toksisitesidir. Tedavide
ortotopik karaciger nakli uygulamalar1 5 yillik sagkalim oranlarin1 6nemli dl¢iide arttirmistir.
Ancak nakil uygulamasi; organ rejeksiyonu, immunsupresyon nedeniyle yasanan yan etkiler
[49] ve donor sayist kisitliligi [50] gibi sebeplerden 6tiirii zorluklar ile karsilagilan bir tedavi
yaklagimidir.

Yiiksek doz APAP alimi akut karaciger hasarina ve sonrasinda da AKY’ye sebep olur.
Asetaminofen’nin viicuda alinnmindan birkag saat igerisindeki tedavide aktif komiir
kullanilir. Bu uygulama intestinal sistemdeki asetaminofen miktarin1 azaltmaya yarar.
Bunun yani sira asetaminofenin klinikte kullanilan antidotu NAC, yiiksek doz APAP

tedavisinde en kisa siirede uygulanmaktadir [30, 51].

Karaciger rejenerasyonunu inceleyen ¢aligsmalarda genellikle deneysel parsiyel hepatektomi
ve kimyasal hasar modelleri kullanilmaktadir. Parsiyel hepatektomi modeli yaygin olarak
kullanilirken son zamanlarda arastirmacilar kimyasal madde ile hasar olusturulan
karacigerdeki rejenerasyon ¢alismalarina odaklanmaya baglamistir. Bu ¢aligmalarda karbon
tetraklortir (CClas), tiyoasetamit (TA), asetaminofen (APAP), kloroform en yaygin kullanilan
ve hepatosit oliimiine sebep olarak karaciger hasari meydana getiren kimyasallardir. Bu
yontemler disinda iskemi/reperfiizyon veya kronik diyet modelleri gibi rejenerasyon
arastirmalarinin alisik olunmadigi modellerin de kullanildig: literatiirde goriilmektedir.
Ancak bu konudaki en giivenilir sonuglar parsiyel hepatektomi veya APAP gibi

kimyasallarin sebep oldugu akut karaciger hasar1 modellerinden elde edilmektedir [52].
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2.3. Asetaminofen

Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) adlandirmas1 N-(4-hidroksifenil)
asetamid olan asetaminofen, 1951 yilinda Amerika Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan

kullanim1 onaylanan bir ilagtir [53].

2.3.1. Molekiiler ozellikleri ve farmakokinetigi

Asetaminofenin molekiiler formiilii CsHosNO2 ve molekiiler agirligi 151,16 g/mol’diir. Beyaz

renkli, kokusuz ve toz formunda bulunan bir maddedir [53].

Amerika’da asetaminofen (APAP; N-asetil-para-aminofenol), Avrupa’da ise parasetamol
olarak isimlendirilen bu ilag, tiim diinyada yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretik
etkisi olan bir maddedir. Asetaminofen oral yolla viicuda alindiginda ilk emilim bagirsak
epitelinden paraselliiler ve transseliiler olarak gerceklesir. Oral biyoyararlanimi %88
oraninda olmakla beraber en yiiksek emilimin konsantrasyonuna viicuda alindiktan 90
dakika sonra ulasir [54]. Asetaminofenin plasmadaki yarilanma 6mrii 2 saat iken hepatik
hasarin oldugu durumlarda yarilanma omrii 4 saatten daha uzun olabilir [55,56]. APAP,
karacigerde metabolize olarak farkli inaktif eslenik maddelere cevrilir. Toplam APAP
yaklasik olarak %52-57 oraninda APAP-glukuronid, %30-44 oraninda APAP-siilfat ve %5-
10 oraninda N-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI) cevrilitken %5 oranindaki APAP ise
metabolize olmadan viicuttan atilir. Toksik bir metabolit olan NAPQI’nin iiretimi APAP

dozuna bagli olarak artar ve hiicrelerde hasar olusmasina sebep olur [54] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. APAP ve NAC etki mekanizmasi [55] (Tirk¢e’ye ¢evrilmistir)

2.3.2. APAP’1n etki mekanizmasi

APAP’1n etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte siklooksigenaz (COX) sinyal
yolaklarini inhibe ettiginden Otiirli nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID) sinifinda
kabul edilmektedir. NSAID’lerden farkli olarak periferal anti-inflamatuar etkinligi
bulunmamaktadir. APAP’in COX inhibitorii oldugu bilinmektedir, ancak COX-1 veya
COX-2 enzimlerinin aktif bolgelerine baglanmadan farkli bir mekanizma {iizerinden
enzimatik aktivitelerini azalttig1 diistiniilmektedir. Ayrica COX-3 {izerinde de inhibe edici

etkisi oldugunu iddia eden ¢aligmalar bulunmaktadir [57].

APAP, karacigerde sitokrom P450 enzimi tarafindan N-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)

cevrilmekte ve GSH ile metabolize edilerek karacigerden uzaklastirilmaktadir [58] (Sekil
2.5).
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A B

Sekil 2.5. Asetaminofenin (A) ve NAPQI’nin (B) kimyasal formiiliiniin 2 boyutlu goriintiisii
[53]

2.3.3. APAP’1n toksisitesi

FDA, giivenli kullannom dozunun giinliik en yiiksek 4000 mg miktarinda oldugunu
belirtmistir [59,60]. Kan beyin bariyerini ve plasentay1 gecebilen asetaminofenin terapotik
doz araligindaki kullaniminin giivenli oldugu bildirilmistir [61,62]. Fakat asetaminofenin
ulagilabilirliginin kolay olmasi ve tiim diinyada yaygin bir sekilde kullanilmasi sebebi ile
istemli veya istemsiz doz asimlar1 olabilmektedir. Yiiksek doz alimlariin akut karaciger
hasarindan organ nakline kadar ilerleyen durumlara yol agabildigi bildirilmistir [5]. Yiiksek
doz APAP, GSH tiikenmesine sebep olmakta ve bunun sonucunda oksidatif stres gelisimiyle
karaciger hasari meydana gelmektedir [63]. Reaktif bir metabolit olan NAPQI’nin yiiksek
doz APAP wvarliginda birikerek karacigerde oksidatif stresle birlikte mitokondriyal
disfonksiyon ve hiicre 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir [64]. Yiiksek miktardaki
NAPQI, GSH sentez reaksiyonunda yer alan glutatyon sentetaza baglanir ve bu enzimi
inhibe eder. Bunun sonucunda GSH sentezlenemedigi ve mevcut GSH APAP
detoksifikasyon siireci i¢in yeterli olamadigi i¢in hepatik hasar meydana gelir. Yiiksek doz
APAP’a etkin kalmak hepatositlerde yaygin nekroza sebep oldugundan bu toksisitede steril
inflamatuar yanit goriiliir. APAP kaynakli hepatosit nekrozu; mitokondrial-DNA, niikleer
DNA fragmentleri ve ATP de dahil olmak iizere hasar ile iligkili molekiiler modellerin
(DAMPs) ortaya ¢ikmasina sebep olur. DAMPs salinmasi sonrasi toll benzeri reseptorlere

(TLRs) baglanarak kemokin ve sitokin transkripsiyonlarinin ve ifadelerinin artmasina yol
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acar. Bu siirecte aktive olan inflamazom inflamatuar hiicrelerin bdlgeye toplanmasini saglar

[65].

Artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonunu
indiikledigi ve bu yolagin da mitokondriyal membran gecirgenligini arttirarak hiicre
solunumuna etki ettigi gosterilmistir [66]. Yapilan ¢alismalar yiiksek doz asetaminofen
kaynakli karaciger hasarinda IL-1B ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin arttigini

gostermistir [7,67].

Yapilan bir ¢aligmada APAP hepatotoksisitesini aragtirmak amaci ile yiiksek doz APAP
verilen grupta artan malondialdehit (MDA) ve siiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerinin
APAP ile beraber C ve E vitamini uygulanan gruplarda azaldig1 gosterilmistir [68]. APAP
ile beraber antioksidan ve anti-inflamatuar bir madde olan kurkumin uygulamasimnin IL-1p,
IL-8 ve TNFa seviyelerini APAP verilen gruba gore azalttigi belirlenmistir. Ayrica
kurkumin uygulamasinin yiiksek doz APAP kaynakli ortaya ¢ikan yaygin nekroz ve
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir [69]. Giiniimiizde APAP kaynakl karaciger hasarina

yonelik tedavide uygulanabilecek maddeler halen 6nemli bir arastirma konusudur.

2.4. Karacigerin Rejenerasyonu

Yunan mitolojisinde gegen Prometheus miti o donemde bile karaciger rejenerasyonunun
bilindigini géstermektedir. Mitolojiye gore Prometheus, Olimpos tanrilarindan atesi ¢alar ve
insanlara verir. Bunu 6grenen tanrilar ise Prometheus’u siirgline gonderir ve cezalandirir.
Cezasi ise bir kayaya zincirlenerek her giin tanrilar tarafindan gonderilen bir kartalin gelip
karacigerinden bir parca yemesidir. Gece boyunca yenilenerek iyilesen Prometheus’un
karacigeri giindiiz gelen kartal tarafindan yine bir parc¢a yenir. Karacigerin rejenerasyon
kapasitesinin yiiksek olmas1 sebebi ile kartal sonsuza kadar beslenirken Prometheus ise

sonsuza kadar aci1 ¢eker [70].

Postnatal siirecte gelisimin tamamlanmasi ile organlarin rejenerasyon kapasiteleri azalir. Bu
nedenle organ hasarindan sonraki iyilesme rejenerasyondan ¢ok hasarin fibrozis ile onarimi
seklindedir [71]. Yetiskin bir bireyde rejenerasyon kapasitesi en etkin olan organ
karacigerdir. Karaciger, herhangi bir hasarlanma veya cerrahi iglem sonrasi kiitlesel olarak

azalmasindan sonra %100 eski haline donebilen tek solid organdir. Diger organlar
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hasarlanmadan sonra iyilesme gosterirken tam anlamu ile islevsel olarak eski haline donemez
[72]. Karaciger rejenerasyonu, hiicrelerin gogalmasi veya farklilagsmasi yolu ile gergeklesir.
Hepatektomi veya akut karaciger hasar1 sonrasi goriilen yaygin rejenerasyonda hepatositler
olmak tizere karacigerde yer alan kolanjiyosit, siniizoid endotel hiicresi ve Kupffer hiicre

proliferasyonu goriiliir.

Hepatositlerin hiicre ¢ogalmasit ile meydana gelen rejenerasyon; baslangic fazi,
proliferasyon fazi ve terminal fazdan olusan bir siireci igerir. Rejenerasyonu baglatan
stiregler hasara yanit olarak salinan sitokinler tarafindan diizenlenir. Baslangi¢c fazinda,
hepatositler hiicre dongiisiiniin G1 fazina girerler. Bu siirecte karacigere gelen venoz kandaki
ve portal basingtaki artis sebebi ile siniizoidlerdeki basing da artar. Siniizoid endotel
hiicreleri artan basincin mekanik etkisi ile urokinaz plazminojen aktivator salinimini
artirarak matriks metalloproteinaz aktivasyonunun ve bunun sonucu olarak da ekstraselliiler
matriksin yeniden diizenlenmesine sebep olur. Ayrica proinflamatuar sitokinlerden olan
interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) bu evrede mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol-3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/AKT) ve niikleer
faktor kappa B (NFxB) gibi sinyal yolaklarini aktive ederek rejenerasyon siirecinde
hepatositlerin proliferasyonunu arttirir [73]. Rejenerasyon siirecinin ikinci fazi olan
proliferasyon fazinda hepatositler G1/M fazina gegerek mitoz siirecine girerler. Bu siirecte
tam mitojenler ve ikincil mitojenler yer alir. HGF, TGF-a ve epidermal biiylime faktor
(EGF) gibi mitojenlerin hepatotrofik etkinligi vardir. Bu biiyiime faktorleri DNA sentezini
destekleyerek hiicre cogalmasini saglarlar. ikincil mitojenler ise tek baslarina mitoz siirecini
baslatamazken yokluklarinda rejenerasyon siirecinde gecikmelere sebep olurlar. VEGF,
Ostrojen, norepinefrin ve safra asiti rejenerasyonu destekleyen ikincil mitojenlerdir [74].
Karaciger yenilenmesi siirecinde karaciger agirliginin viicut agirligina oran1 %2.5 olduktan
sonra yenilenme siireci yavaslamaya baslar. Boylece rejenerasyonun son fazi olan terminal
faza gecilmis olur. TGF-P proliferasyon inhibitoriidiir ve siklin D, E ve siklin bagimli kinaz
(CDK) 2, 4 gibi hiicre siklusu diizenleyicilerini inhibe eder. Boylece hiicre ¢ogalmasini
baskilayarak karaciger yenilenmesinin sonlanmasinda rol alir. Ayrica aktivin ve C/EBPa,
DNA sentezini baskilayarak ve hiicre siklusunu durdurarak hepatosit proliferasyonunun

azalmasini saglar boylece karacigerin kontrolsiiz biiyiimesini engellemis olur [74,75].

Karaciger rejenerasyonu, hepatositlerde artan proliferasyonun yani1 sira kok hiicre

farklilagmasi yolu ile de gergeklesir [76]. Hepatosit cogalmasi yetersiz kaldiginda biliyer
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epitel hiicreleri fakiiltatif onciil hiicrelere doniistirler. Bu hiicreler “oval hiicre” olarak bilinen
ve Hering kanalinda bulunan hiicrelerdir. Oval hiicreler hem hepatositlere hem de
kolanjiyositlere farklilasabilme yetenegi olan progenitor hiicrelerdir [77]. Karaciger
rejenerasyonu uzun yillardir aragtirilan fakat heniiz tam olarak mekanizmasi ¢oziilememis
bir aragtirma konusudur. Bununla birlikte farkli patolojilerde ve hasar durumlarinda farkli

sinyal yolaklari iizerinden rejenerasyonun gerceklestigi bilinmektedir.

2.4.1. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Fizyolojik siireg¢lerde gergeklesen anjiyogenez, embriyonik ve fetal gelisimde yer alan
onemli bir siirectir. Yetiskin donemde ise iskelet gelisiminde, iireme organlarinda ve
hamilelikte fizyolojik anjiyogenez goriiliir. Ayrica doku rejenerasyon siirecinde de
anjiyogenez 6nemli bir fizyolojik mekanizmadir. Bunun diginda tiimor gelisimi ve diyabetik
retinopati gibi patolojik siireglerde anjiyogenez goriliir. VEGF hem fizyolojik hem de

patolojik anjiyogenez siirecinde rol alir [78].

VEGF protein ailesi trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)/VEGF siipergen ailesi
igerisinde yer alir. Bu protein ailesinin, VEGF-A ,VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E
gibi bir¢ok tiiyesi bulunur. VEGF-A hem progenitor hiicrelerden damar olusumunun
gergeklestigi vaskiilogenez hem de mevcut damarlardan endotel hiicre proliferasyonu ile

gerceklesen anjiyogenez siirecinde gorev alan 6nemli bir proteindir.

VEGF ekspresyonu transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel olarak diizenlenir. VEGF
geninin promotorii birgok transkripsiyon faktor (HIF-1, Spl, Stat3, AP-1 gibi) icin baglanma
bolgeleri igerir. VEGF mRNA transkripsiyonu, biiytime faktorleri EGF, TGF-f ve sitokinler
TNF-a ve interlokin-1 beta (IL-1b), NFkB yolaklari ve 6strojen ile diizenlenir [79,80].

VEGF ailesi, VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3 reseptorlerine baglanirlar. VEGF-A ise
VEGFR1 ve VEGFR2 reseptorlerine baglanarak anjiyogenezi, varkiiler gegirgenligin

diizenlenmesini, ve migrasyonu destekler [78,81].

VEGF, vaskiiler ve lenfatik sistemde yer alan endotel hiicre proliferasyonu i¢in gerekli bir
biiylime faktoriidiir [80]. APAP kaynakli hepatotoksisite varliginda VEGF ve VEGF

reseptor ifadelerinin ve ayrica PCNA ile hiicre proliferasyonunun da arttig1 gosterilmistir.
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APAP kaynakli hasar ortaya ¢iktiginda hepatositler VEGF salgilayarak siniizoid endotel
hiicrelerindeki VEGFR2’ye baglanir ve siniizoid endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
saglar. Siniizoid endotel hiicreleri de HGF salgilayarak hepatosit proliferasyonunu destekler.
Ayrica makrofajlardaki VEGFR1’e baglanarak hasarli bolgeye makrofaj toplanmasini ve
fagositoz ile nekrotik hiicrelerin bolgeden uzaklastirilmasini saglayarak rejenerasyonu
destekler [72,82,83].

2.4.2. Alfa fetoprotein (AFP)

Alfa fetoprotein (AFP), albiimin benzeri protein ailesinde yer alan bir glikoproteindir. Bu
proteinin ilk serumda goriilmesi gelisimin 5. aymndan once oldugu i¢in erken donem
gelisiminde 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Karaciger, 6zellikle 12. hafta civarinda vitellus
kesesinin gerilemesi ile AFP’nin tiretildigi primer organdir. Gebelik boyunca maternal ve
fetal dolasimdaki AFP seviyesi degisir. Maternal kandaki AFP’nin fetal gelisim ile iligkisi
bilinmektedir. Bu nedenle AFP, prenatal tarama testlerinde konjenital anomalilerin tespiti
icin kullanilan belirteclerden biridir [84].

AFP fetal donemde ifadesinin yiiksek oldugu sonrasinda ise baskilandigi ve hepatoseliiler
karsinoma durumunda AFP miktarinda artis oldugu bilinmektedir. Ancak sitoplazmik
AFP’in sinyal yolaklarinda aldigi rol tam olarak anlagilmamistir. Yapilan bir calismada
AFP’nin bir timor baskilayici protein olan fosfataz ve tensin homologuna (PTEN)
baglanarak PTEN fonksiyonunu baskiladigi ve bu sinyal yolaginin devaminda bulunan diger
proteinlerle birlikte AKT proteininin de birikimini ve aktivasyonunu saglayarak hiicre

biiylimesi ve proliferasyonunun artmasina sebep oldugunu géstermisledir [85]

AFP, yetiskin donemde ifadesi baskilanan bir proteinken karaciger rejenerasyonunda ve
karacigerde tiimor olusumunda ifadesi artar. Normal karacigerde bazal seviyedeki AFP
ifadesinin diizenlenmesi Afrl ile olurken rejenerasyon durumunda AFP ifadesinin
artmasinda Afr2 geni rol alir [86]. AFP, hepatoseliiler karsinomada tiimor belirteci olmasinin
yani sira progenitor hiicre aracili karaciger rejenerasyonu calismalarinda rejenerasyon

belirteci olarak incelenmistir [87-89].
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2.4.3. Proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA)

Proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA), DNA kayar kiska¢ gen ailesinde bulunan bir
gendir. PCNA, DNA sentezlenmesi sirasinda DNA polimeraz III’e baglanarak DNA
ipliginden ayrilmasini engeller bdylece iplige yeni niikleotit baglanmasim1i ve DNA
sentezinin hizlanmasini saglar. Ayrica DNA polimeraz ile diger replikasyon proteinlerinin
baglanmasinda bir platform islevi goriir [90]. Hiicre siklusunda DNA sentezi igin gerekli
histon olmayan niikleer bir protein olan PCNA, DNA replikasyonunun yani sira DNA
tamirinde de rol alir. Ayrica senesens hiicrelerde ¢ok az miktarda PCNA mRNA'st
bulundugu bildirilmistir [91].

DNA’nin duplikasyonu hiicre siklusunun S fazinda gergeklesti§inden bu siirecte PCNA
ifadesi de artar [90]. Yapilan calismalar immiinohistokimyasal boyamalarda PCNA
ifadesinin hiicre siklusu siirecinde en yiiksek seviyede S fazinda oldugunu, G1, G2 ve M
fazinda daha diisiik tutulum goriilirken GO fazinda boyanma goriilmedigini bildirmistir

[92,93].

Karaciger rejenerasyonunda hiicre proliferasyon belirteci olarak kullanilan PCNA’nin,
degerlendirilmesi tutulum gosteren koyu kahverengi boyanmis ¢ekirdeklerin sayilmasi ile

yapilir [94-97].

2.5. Borik Asit

Bor, periyodik tabloda besinci sirada yer alan ve “B” harfi ile gosterilen bir elementtir.
Toprak, kaya, su ve atmosferde bulunan bu element dogada serbest bir halde bulunmaz ve
oksijen ile birleserek inorganik borat bilesiklerini olusturur [23]. Boraks, kolemanit, tileksit
ve kernit diinya genelinde bor kaynagi olarak kullanilan 6nemli bor mineralleridir [98].
Diinyada Tiirkiye, Amerika ve Rusya 6nemli bor rezervlerine sahip iilkelerdir. Toplam
rezervin %731 Tiirkiye’deki bor yataklarinda bulunur [99]. Bu sebeple bor iilkemiz igin

stratejik oneme sahip dogal bir kaynaktir.

Bitkilerin biiylimesi ve gelisimi igin esansiyel bir mikrobesin olan borun hayvan ve insanlar
icin de beyin, bobrek ve iskelet sistemi i¢in gerekli oldugu belirtilmistir [23]. Bor, meyve ve

yesil yaprakli sebzelerin yan sira baklagiller, bugday, piring, misir ve balda bulunur. Borun
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en yliksek oranda alindig1 ana kaynak ise su ve tarimda kullanilan giibrelerdir [100]. Heniiz
biyokimyasal olarak etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen yapilan
¢alismalarda borun hiicre membran fonksiyonu ve yapisimi etkileyerek mineral olmasi
sebebiyle hiicre metabolizmas ile ilgili sinyal yolaklarinda regiilasyona sebep olabilecegi
belirtilmistir [101]. Borun, bes karbonlu riboz sekerine baglanarak niikleik asitler ve adenin
trifosfat (ATP), nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP) gibi koenzimler iizerinde etki
gosterebilecegi disiiniilmiistiir. Ayrica borun kalsiyum, magnezyum, fosfor ve aliiminyum
gibi mikrobesinlerin metabolizmasinda ve kemik gelisimi ve devamlilifi {izerinde

diizenleyici bir rol oynadigi literatiirde belirtilmistir [100].

Bor atomu proton vermeyen hidroksil iyonu alan Lewis asit gibi davranir ve hidroksil grubu
olan karboksilik asitler, amino asitler, niikleotidler ve karbonhidrat gibi makromolekiillerle
esterlesme reaksiyonuna girerek bilesikler olusturur [100,102]. Dogal akoz sistemlerde
borun en yaygin bulunan formu borik asit ve borat iyonudur [103]. Bor, pH 7’den diisiik
oldugu durumlarda borik asit (B(OH)3) formunda bulunurken pH 10.5’den yiiksek oldugu
durumlarda ayrismis borat (B(OH4)") formunda bulunur [104]. Molekiiler agirligi 61,84
g/mol olan borik asit suda ¢6ziinen, kokusuz, beyaz toz halinde bulunan bir maddedir [105].
Borik asit; antiseptikler, hijyen iiriinleri, seramik ve cam {irlinler, pestisitler ve giibre gibi
cesitli endiistriyel Uiriinlerin i¢eriginde bulunmaktadir. Ayrica adjuvan veya tampon madde

olarak farmasotik formiilasyonlarda da kullanilmaktadir [20,21]

Sekil 2.6. Borik asitin kimyasal formiiliiniin 2 boyutlu goriintiisii [105]
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Borik asit insan ve hayvanlarda oral yol ile alindiginda gastrointestinal sistem epiteli
tizerinden tamamen emilir. Bor ve oksijen arasindaki baglarin kirilmasi i¢in yiiksek enerji
gerektiginden viicutta metabolize olmaz. Borik asitin insanda yarilanma 6mrii yaklasik 21
saat, sicanlarda ise yaklasik 14-19 saattir. Yetiskinlerde alinan miktarin %94’ idrar ile

atirlirken %2’si feges ve az miktarlar da ter, safra ve solunum ile atilir [23,100].

Borik asitin alkol ile olusturulan karaciger ve bobrek hasari iizerindeki etkileri yapilan
caligmalar ile arastirllmistir. Bu calismalarda borik asit uygulanan grupta apoptozisin
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica alkol uygulanan grubun karaciger dokularinda artan TNFa
ifadesinin borik asit uygulamasi sonucu azaldigi belirtilmistir [27,106]. Borik asitin
karacigerde iskemi/reperflizyon hasar1 {lizerine etkisi incelendiginde borik asit
uygulamasinin morfolojik hasar1 ve alanin aminotransferaz (ALT) seviyesini azalttigi
gosterilmistir [107]. Gliniimiizde borik asitin antioksidan, anti-inflamatuar ve antigenotoksik
etkisi oldugu yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Bu g¢alismalar 1518inda kanser, yara
tyilesmesi, oksidatif stres hasar1 ve toksisite lizerinde borik asit etkileri arastirilmaya devam

etmektedir [27,108-110]
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan G.U.ET-21.025 kod
numarasi ile etik kurul onay1 alinarak yapildi. Caligmada, asetaminofen ile karaciger hasari
olusturulmak tizere agirliklar1 185-225 g araliginda olan 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek
siganlar kullanildi. Sicanlarin barinma kosullar1 20-25°C sicaklik, %55 nem olan ortamda,
12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik siklus olacak sekilde ayarlandi. Hayvanlar kisitlama
olmaksizin ad-libitum beslendi ve suya serbest olarak erisimleri saglandi. Si¢anlarda
planlanan ¢alisma modelinin olusturulmasi, hayvanlarin izlenmesi ve sakrifikasyonu Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Arastirma Unitesinde

gergeklestirildi.
3.1. Kullamlan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler ayrintili olarak ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme Marka, Katalog Numarasi
Asetaminofen Sigma, A7085-100G

Borik Asit Tekkim, TK.020100.01002
VEGF-A Bioss, bs-1957R

AFP Abcam, ab46799

PCNA Elabscience, E-AB-40056-60ul
Sitrat Tamponu Thermoscientific, AP-9003-999
PBS Tablet BioShop, PBS404.100
Diaminobenzedin (DAB) Kiti Thermoscientific, TA-125-HD
Ultravision Detection System Kit Thermoscientific, TP-125-HL
(Anti-polyvalent, HRP)

Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat Isolab, 969.053.1000
Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat Isolab, 969.086.1000
Formaldehit Tekkim, TK.911012.02501
Hematoksilen BesLab, BS-001

Eozin BesLab, BS-0013

Absolut Ethanol Isolab, 920.026.2500

Teksoll (%96 Ethanol) Tekkim, TK.200650.05001
Glasiyal Asetik Asit Isolab, 901.013.2500

Hidrojen Peroksit Merck, M108597.2500

Ksilen Tekkim, TK,090270.05003
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3.2. APAP ile Karaciger Toksisitesinin Olusturulmasi ve Tedavi Gruplarina Borik Asit
Uygulamasi

Sicanlar asagida belirtildigi gibi her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba

ayrilmistir;

Grup 1 (n=7): Kontrol grubu

Bu gruptaki hayvanlara APAP ¢oziiciisii olarak kullanilan %2’lik Arap Zamki gavaj ile

verilirken [111] borik asit ¢6ziiciisii olan salin intraperitoneal olarak [107] uygulandi.

Grup 2 (n=7): APAP grubu

Bu gruptaki hayvanlara APAP, 3 g/kg olacak sekilde tek doz [112] gavaj ile verildi.

Grup 3 (n=7): APAP, 1 saat sonra Borik Asit grubu

Bu gruptaki hayvanlara 3 g/kg APAP gavaj ile verildikten 1 saat [113] sonra 200 mg/kg

borik asit intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup 4 (n=7): APAP, 8 saat sonra Borik Asit grubu

Bu gruptaki hayvanlara 3 g/kg APAP gavaj ile verildikten 8 saat [114] sonra 200 mg/kg

borik asit intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup 5 (n=7): Borik Asit grubu

Bu gruptaki hayvanlara 200 mg/kg borik asit [25] 3. grup ile es zamanli intraperitoneal
olarak uygulandi.

Karaciger toksisite modeli olusturmak i¢in 3 g/kg dozunda uygulanan asetaminofen, distile
su ile hazirlanan %2’lik Arap zamki i¢inde ¢6ziildii. 200 mg/kg dozunda uygulanan borik
asit i¢in hazirlanan soliisyon salin i¢inde ¢6ziildii. Calismaya baslamadan Once sigan
agirliklart olgiildi. Caligmada 1. ve 5. grup disindaki tiim gruplara APAP, 3 g/kg olacak
sekilde gavaj ile tek doz uygulandi [112]. APAP uygulamasindan 24 saat sonra tiim siganlar
ksilazin (5-8 mg/kg/i.p.) ve ketamin (75-90 mg/kg/i.p.) anestezisi altinda kalpten kan
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alinarak sakrifiye edildi. Alinan karaciger dokular tartildiktan ve makroskobik olarak
degerlendirildikten sonra disseksiyonlar1 yapilarak sag median lobu %10’luk notral
formaline alinirken sol lobu alkol-formol soliisyonu igerisine alindi. Soliisyon igerikleri
Cizelge 3.2°de detayl olarak belirtilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in toplanan kanlar jelli

tiipe alinarak serumlar1 analizler igin ayrildi.
3.3. Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Degerlendirme

Degerlendirme ig¢in fiksatif soliisyonlarmma alman dokular uygun fiksasyon siireleri

tamamlandiktan sonra asagida detaylica belirtilen sekilde takip edildi.

3.3.1. Dokularin toplanmasi ve takip edilmesi

e Notral formalindeki dokular 48 saat oda sicakliginda tespit edildikten sonra 1 saat akar

suda yikandi.

e Formol-alkol soliisyonundaki dokular 24 saat oda sicakliginda tespit edildikten sonra 1

saat %75’1ik alkol soliisyonunda yikandi.
e Dokular yikama iglemi bittiginde 1 saat %75’lik alkol soliisyonunda tutuldu.
® Ardindan tekrar 1 saat %75’lik alkol soliisyonuna konuldu.
e Sonrasinda 1 saat %96’lik alkol igerisinde tutuldu.
® %96’lik alkol yenilendikten sonra bir gece oda sicakliginda tutuldu.
e Dokular 1 saat %100 alkole kondu.
® 2100 alkol yenilerek 1 saat daha tutuldu.
® Ardindan 2 saat ksilolde seffaflandirma islemi yapildi.
e 2 saatte bir parafin yenilenerek 4 saat parafinde tutuldu.
e Daha sonra dokular parafine gomiilerek bloklar haline getirildi.

® Boyama islemleri i¢in bu bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindu.
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Cizelge 3.2. Fiksatif soliisyonlar1

%10 luk Notral Formalin (1L) Formol-Alkol (1L)

8,149 g Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat 850 ml Etanol

5,2 g Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat 100 ml Formaldehit

100 ml Formaldehit 50 ml Glasiyal Asetik Asit
900 ml dH,O

Ph 7,4

3.3.2. Hematoksilen-Eozin (HE) boyama protokolii ve Kkaraciger hasarinin

degerlendirilmesi

Karacigerde olusan histopatolojik degisiklikleri incelemek amaci ile hematoksilen-eozin

boyamast yapildi.

Alman Kesitler, deparafinizasyon islemi i¢in 59°C’lik etiivde bir gece bekletildi.
Deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in kesitler 1 saat 59°C’lik etiivde ve 1 saat oda
sicakliginda ksilolde bekletildi.

Rehidratasyon islemi i¢in azalan etil alkol serilerinde (%100, %96, %75) 10’ar dakika
tutuldu.

10 dakika akar su altinda yikanip alkolden uzaklastirildi.

Yikama isleminin ardindan 14 dakika Harris hematoksilen (BesLab, katalog no; BS-001)
boya soliisyonunda tutuldu.

Daha sonra akar su altinda 10 dakika yikandi.

Kesitler asit alkol karisimi olan soliisyona 2-3 kez batirilip ¢ikarilarak akar su altinda 10
dakika yikanda.

Kesitler yikamadan sonra 14 dakika eozin (BesLab, katalog no; BS-013) boya
sollisyonunda bekletildi.

10 dakika akar su altinda yikandi

Ardindan sirastyla %75, %96 ve %100°liik artan etil akol serilerinden gegirildi.

45 dakika ksilolde bekletilip kesitler entellan ile kapatildi.

Hazirlanan 6rnekler DM 4000B (Leica, Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda
%100, x200 ve x400 biiyiiltmelerde gdzlemlendi ve Leica Las V4.9 programi kullanilarak

boyal1 6rneklerin goriintiileri alindi.
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HE boyali karaciger doku orneklerinde karaciger hasari, nekroz, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, konjesyon, hemoraji ve siniizoidal dilatasyon bulgularinin 0-3 arasinda
skorlandig1 yar1 kantitatif bir yontemle degerlendirildi. Bu yonteme gore her bir bulgu i¢in
normal goriinlimdeki ornekler “0”, hafif bulgularin oldugu ornekler “1”, orta siddette
bulgularin oldugu 6rnekler “2” ve siddetli bulgularin gézlendigi 6rnekler “3” puan verilerek
skorlandi. Degerlendirme sonucunda her bir degiskene ait ortalama bir skor ve tiim bu

degiskenlerin skorlar1 toplamui ile elde edilen bir karaciger hasar skoru belirlendi [115].

3.3.3. Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii ve boyal kesitlerin histolojik
degerlendirilmesi

Karacigerin glikojen igerigindeki degisimleri incelemek amact ile karacigerden alinan
orneklerin bir kismindan formol-alkol igerisinde fiksasyonu takiben parafin bloklar

hazirlandi. Bu bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi ve PAS yontemi ile boyandi.

e Deparafinizasyon iglemi i¢in alinan kesitler, 59°C’lik etlivde bir gece bekletildi.

e Deparafinizasyon islemini tamamlamak icin kesitler 1 saat 59°C’lik etiivdeki ve 1 saat
oda sicakligindaki ksilolde bekletildi.

e Rehidratasyon islemi i¢in azalan etil alkol serilerinde (%100, %96, %75) 10’ar dakika
tutuldu.

o Kesitler 5 dakika distile su ile yikandi.

e Daha sonra % 0,5'lik periyodik asit soliisyonunda 35 dakika bekletildi.

o Kesitler 5 dakika distile su ile yikanarak periyodik asit soliisyonu uzaklastirildi.

e Ardindan Schiff reaktifi igeren soliisyonda 40 dakika karanlikta bekletildi.

e Sodyum metabisiilfit ile 2 kez 2 dakika yikandi.

e Sonrasinda 5 dakika akar su altinda yikanan Kkesitler Harris hematoksilen ile 1 dakika
boyandi.

e Daha sonra 10 dakika ¢esme suyu ile yikandi.

o Kesitler % 0,5’1ik asit alkole 2 kez batirilip ¢ikarildi.

o 5 dakika akar suda yikandi.

e Ardindan sirasiyla %75, %96 ve %100’liik artan etil akol serilerinden gecirildi.

o 45 dakika ksilolde bekletilip kesitler entellan ile kapatildi.
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e Hazirlanan kesitlerden DM 4000B (Leica, Germany) bilgisayar destekli 151k
mikroskobunda degerlendirildi ve Leica Las V4.9 programi kullanilarak kesitlere ait

%100, x200 ve x400 biiyiiltmesinde goriintiiler alindu.

Karacigerin PAS degerlendirmesinde PAS pozitif hiicre yiizdesi dikkate alinarak 4 6lgekli
bir skorlama yapildi. Skorlamada % 0-15 pozitiflik 0, %16-25 pozitiflik 1, %26-50 pozitiflik
2, %51-75 pozitiflik 3 ve %76-100 pozitiflik 4 olarak degerlendirildi [116].

3.3.4. immunohistokimyasal boyamalar ve boyali Kesitlerde immiinoreaktivitenin
degerlendirilmesi

Vaskiilarizasyonun ve rejenerasyonun degerlendirilmesi amaci ile VEGF-A, AFP ve PCNA

antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyamalar yapildi.

e Pozitif ylikli lamlara alinan 5 pm kalinhigindaki kesitler 59°C’lik etiivde bir gece
bekletildi.

e Etiivden cikarilan 6rnekler oda sicakliginda 45 dakika ksilolde bekletildi.

e Daha sonra 5’er dakika azalan etil alkol serilerinde (%100, %96, %75) tutuldu.

o Kesitler 2 kez 5’er dakika distile su ile yikanip alkolden uzaklastirildi

e Dokudaki epitoplarin agiga ¢ikarilmasi igin, kesitler sitrat tamponu (pH 6.0) igerisine
alinarak 1s1 ile indiiklenen antijen doniistiirme islemi uygulandi. Herbir antikor igin 6n
caligmalar yapilarak en uygun boyanma elde edilen antijen doniistirme yoOntemi
belirlendi.
e VEGF-A ve AFP i¢in mikrodalga firinda 15 dakika siirede,
e PCNA i¢in ise 85 °C derecede 2 saat boyunca su banyosunda 1s1 ile indiiklenmis antijen

dontistiirme islemi yapildi.

o Kesitler PBS (fosfat tamponlu salin, Phosphate Buffer Saline pH:7.4) ile 3 kez 5’er dakika
yikandi

e Daha sonra metanol ile hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit (Merck, katalog no;
M108597.2500) igerisine konularak 30 dakika siiresince etkin birakilan dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesi bloklandi.

o Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

e Ardindan spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaci ile kesitler 30 dakika siireyle
UltraV block (Thermo Scientific, katalog no; TP-125-HL) ile etkin birakildi.
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e UltraV block soliisyonu uzaklastirildiktan sonra kesitler belirlenen uygun diliisyon
oranlarinda PBS ile hazirlanan antikor soliisyonlaria etkin birakildi.
e 1:100 diliisyon oraninda VEGF-A (Bioss, katalog no; bs-1957R),
e 1:200 diliisyon oraninda PCNA (Elabscience, katalog no; E-AB-40056),

e 1:200 diliisyon oraninda AFP (Abcam, katalog no; ab46799) antikor soliisyonu ile
gece boyunca +4 °C derecede etkin birakildi

e Primer antikor inkiibasyonundan sonra kesitler oda sicakligina getirildi
e Kesitler PBS ile 4 kez 5’er dakika yikandi.

e Daha sonra biotin bagli sekonder antikor (Thermo Scientific, katalog no; TP-125-HL) ile
2 saat oda sicakliginda etkin birakildu.

e Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi

e Sonrasinda 30 dakika oda sicakliginda streptavidin peroksidaz kompleksine etkin
birakildi.

e Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikand1
e Diaminobenzedin (DAB) (Thermo Scientific katalog no; TA-125-HD,) soliisyonu 1 ml

substrat i¢erisine 1 damla kromojen olacak sekilde hazirlandi ve her bir antikor i¢in uygun

siirelerde etkin birakildi.
o VEGF-A i¢in 4 dakika,
e PCNA igin 2 dakika,
e AFP icin 15 dakika DAB soliisyonuna etkin birakildi.
e Reaksiyon PBS ile durdurulduktan sonra 3 kez 5 dakika yikama yapildi.
e Sonra hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi.
e Kaesitler 5 dakika akar suda yikandi.
e Sirasi ile %75, %96 ve %100 seklinde artan alkol serilerinden gegirildi.
e 45 dakika ksilolde beklendi ve entellan ile kapama yapildi.
e Hazirlanan kesitlerden DM 4000B (Leica, Germany) bilgisayar destekli 151k

mikroskobunda degerlendirildi ve Leica Las V4.9 programi kullanilarak kesitlere ait

%200 biiytiltmede goriintiiler alind1.

Dokularin VEGF-A ve AFP boyamalarindan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi i¢in

her hayvandan v. centralis merkezli 6 alan ve portal alan merkezli 6 alan olacak sekilde



34

mikrograflarin analizleri Image j program kullamlarak histoloji skor (H-skor) ile yapild:
[117].

Dokularda PCNA boyamalarinin degerlendirilmesinde her hayvandan v. centralis merkezli
3 alan ve portal alan merkezli 3 alan olacak sekilde mikrograflar ¢ekildi ve pozitif hiicre
yiizdesi hesaplandi [118].

H-skor hesaplamalar1 0 (boyanma yok), 1+ (zayif), 2+ (orta) ve 3+ (yogun) skorlar1 verilip,
her doku i¢in her yogunlukta boyanan hiicrelerin yiizdelerinin toplanmasi1 ve agirlikli

boyanma yogunlugu ile ¢carpilmasiyla hesaplandi (Es. 3.1).

Hskor = Y Pi(i + 1) (3.1)
I degeri 1, 2 ve 3 arasinda degisirken Pi degeri 0-100 arasi degerlerle belirlendi [119].

3.4. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda hayvanlardan toplanan kanlar uygun serum tiiplerine aktarildiktan sonra
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar ayrildi. Elde edilen serumlar analizlerin
yapilacagi deney giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi. Tiim serumlardan, Otto Scientific
markali kitlerin yonergelerine uyularak alanin aminotransferaz (ALT) (Otto Scientific,
katalog no; OttoBC128), aspartat aminotransferaz (AST) (Otto Scientific, katalog no;
OttoBC127), total bilirubin (TBIL) (Otto Scientific, katalog no; OttoBC132), gama glutamil
transferaz (GGT) (Otto Scientific, katalog no; OttoBC141), alkalan fosfataz (ALP) (Otto
Scientific, katalog no; OttoBC124) ve glukoz (Otto Scientific, katalog no; OttoBC142)
analizleri yapildi. Deney sonunda kolorimetrik 6l¢iimler icin MINDRAY-BS400 markali

cihaz kullanildz.
3.5. U¢ Boyutlu Modelleme

HE ve PAS boyali doku o6rneklerinin histolojik degerlendirmesinde elde edilen bulgular,
Cinema 4D (2024) (Maxon computer, Friedrichsdorf, GERMANY) adli program
kullanilarak modellendi. Daha sonra bu modellerdeki patolojilerin olusumunu gostermek
icin 3B Animasyonlar yapildi. Saglikli karaciger lobiilii ve APAP’a etkin kalmaya bagh

olusan patolojilerin oldugu karaciger lobiiliine ait fotograflar 1280x720 piksel ¢oziiniirliikte
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TIFF olarak kaydedildi. 3B animasyon filmi ise MP4 olarak kaydedildi. Daha sonra
animasyon sirasinda olusan patolojileri isimlendirmek ve isaretlemek i¢in Capcut adl1 video
isleme programi kullanildi. Hareketli goriintiileri cep telefonundan izlemek amaciyla video

goriintiilerine ait QR kodlar olusturuldu.

3.6. Istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen tiim verilerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk
normallik testi ve histogramlari sonucuna gore degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
veriler tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢oklu
karsilagtirma testi ile analiz edildi. Normal dagilim gostermeyen veriler ise Kruskal-Wallis
ve ardindan Dunn’un ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi. p <0,05 degerler
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analizler GraphPad Prism
(Versiyon 10.2.3) programi ile yapildi. Veriler ortalamatstandart hata veya ortanca ve

ceyreklikler arasi uzaklik seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

APAP grubunda bir hayvan kayb1 oldu. Gruplar ilk ve son hayvan agirliklar1 ve karaciger
agirligi/viicut agirligi orami acisindan degerlendirildiginde gruplar arasi bir fark goriilmedi
(Cizelge 4.1) (Sekil 4.1). Makroskobik incelemelerde kontrol grubunda kahverengi ve
homojen bir goriinim varken APAP verilen grupta karaciger loblarinda daha koyu
kahverengi goriinimde renk degisikligi olan alanlar dikkati ¢ekti. APAP verildikten 1 saat
ve 8 saat sonra borik asit verilen gruplarda ise APAP verilen gruba gore daha az renk

degisimi oldugu goriildii (Resim 4.1).

Cizelge 4.1. Viicut agirliklari, agirhik degisimi, karaciger agirligi/viicut agirligi orani
(ortalama+standart hata) (APAP; Asetaminofen grubu, APAP+ BA 1 sa;
Asetaminofen verildikten 1 saat sonra Borik Asit uygulanan grup, APAP+ BA
8 sa; Asetaminofen verildikten 8 saat sonra Borik Asit uygulanan grup, BA;
Borik Asit grubu)

Gruplar ik viicut agirhgn  Son viicut agirhg Agirhk Karaciger agirhgy/
(® (€] degisimi (%) Viicut agirhg
Kontrol 195,7£ 5,0 202,0+ 3,8 3,3 23,14+0,64
APAP 204,2+ 3,1 201,3+£5,3 -1,3 23,33+ 0,60
APAP+BA 1sa 206,9+ 1,9 199,6+ 7,3 -3,6 23,44+ 0,79
APAP+BA 8sa 200,94+ 2,8 195,3+ 6,9 -2,9 24,25+ 0,85

BA 196,4+ 3,5 181,0+4,3 -7,8 24,98+ 0,80
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250 = . ik Agirlik

B3 Son Agirhik
200+

150

Viicut Agirhg
o
o
1

o
1

Sekil 4.1. Viicut agirliklar karsilastirmasi (APAP; Asetaminofen grubu, APAP+ BA 1 sa;
Asetaminofen verildikten 1 saat sonra Borik Asit uygulanan grup, APAP+ BA 8
sa; Asetaminofen verildikten 8 saat sonra Borik Asit uygulanan grup, BA; Borik
Asit grubu)

J1Aap uawainseal

Resim 4.1. Gruplara ait karaciger dokularinin makroskobik goriintiileri. APAP grubu
karaciger orneklerinde belirgin renk degisimi (%) goriilmekte
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4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin ve PAS boyama yontemleri sonucu
elde edilen goriintiiler yar1 kantatif skorlamalar ile degerlendirildi. immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda elde edilen goriintiilerde H-skor ve pozitif hiicre ylizdesi belirlenerek

analizler yapildu.

4.2.1. Hematoksilen-Eozin bulgular:

APAP, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit, APAP verildikten 8 saat sonra borik asit ve
sadece borik asit uygulanan gruplara ait karaciger dokularindaki mikroskobik degisiklikleri

kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak incelemek {izere HE boyama yontemi uygulandi.

Kontrol grubuna ait karaciger dokularimin hematoksilen eozin yontemi ile boyanmis
kesitlerinin kiiglik ve biiyiik biiyiiltmelerindeki incelemesinde; ortalarinda v. centralis’in
bulundugu, ancak sinirlar1 net olarak ayirt edilemeyen, aralarinda portal alanlar1 iceren klasik
karaciger lobiillerinin normal yapida oldugu gozlendi (Resim 4.2. A). V. centralis’lerden
perifere dogru 1s1nsal sekilde uzanan, 6kromatik 6zellikte ¢ekirdekleri olan, poligonal sekilli
normal karaciger parankim hiicreleri hepatositler ile aralarindaki karaciger sintizoidlerinin

normal genislikte oldugu gozlendi (Resim 4.2. B ve C).

Tek doz (3 g/kg) APAP uygulanan gruba ait si¢an karaciger dokularinin HE ile boyanmis
kesitlerinin kiiciik ve biiyiik biiyiiltmelerdeki incelemesinde; karaciger lobiillerinin ortasinda
bulunan v. centralis’lerde konjesyon (Resim 4.3. A-B-C-D-E), endotel tabakasi
biitiinliigiinde bozulma (Resim 4.3. E), sentrilobiiler nekroz (Resim 4.3. B-C-E),
siniizoidlerde dilatasyon, konjesyon (Resim 4.3. E), parankimde inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (Resim 4.3. B-C-E), baz1 hepatositlerde mikro ya da makro diizeyde
sitoplazmik vakuoler olusumlar (Resim 4.3. F), daha koyu eozinofilik boyanan piknotik
¢ekirdekli, poligonal sekillerini kaybetmis dejeneratif Ozellikte hepatositler, hemoraji
(Resim 4.3. D) nedeniyle karaciger parankim yapisinin ileri derecede bozuldugu dikkati
¢ekti (Resim 4.3. E) (Sekil 4.2).

APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan gruba ait karaciger dokularinin HE ile

boyanmis kesitlerinin kii¢lik ve biiylik biiytliltmelerdeki incelemesinde; karacigerdeki
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sentrilobiiler nekroz alanlarinin, hepatositlerdeki dejeneratif degisikliklerin, inflamatuar
degisikliklerin, siniizoidlerdeki dilatasyon ve konjesyonun APAP uygulanan gruba gore
azaldig1, karaciger parankim yapisinin daha iyi korundugu (Resim 4.4. A-B), ancak yer yer
inflamasyonun, konjesyonun, piknotik ¢ekirdekli daha eozinofilik boyanan hepatositlerin
varlig1 dikkati ¢ekti (Resim 4.4. C) (Sekil 4.2).

APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan gruba ait karaciger dokularinin HE ile
boyanmis kesitlerinin kii¢iik ve biiyiikk biiyiiltmelerdeki incelemesinde; sadece APAP
uygulanan gruba gore karaciger parankim yapisinin daha iyi korundugu, hepatositlerdeki
dejeneratif degisikliklerin 1. saate gére daha fazla oldugu ancak inflamasyonun azaldig:
goriildii, genel olarak 1. saatteki borik asit uygulamasi ile benzer 6zellikte karaciger dokusu
izlendi (Resim 4.5.A-B-C) (Sekil 4.2).

Borik asit uygulanan grupta APAP, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup
ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan gruplara gore konjesyon, hepatik
hasar ve nekrozun, inflamasyonun, siniizoidal dilatasyonun minimal diizeyde oldugu

goriildii (Resim 4.6 A-B-C) (Sekil 4.2).

Gruplar arast histopatolojik farkliliklar1 degerlendirmek amaci ile yapilan istatistiksel analiz
sonucunda hepatik hasar, nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve siniizoidal dilatasyon
bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu belirlendi (Sekil 4.2 A-B-D-F).
Vaskiiler konjesyon ve hemoraji degerlendirildiginde gruplar arasinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.2 C ve E). Hepatik hasar nekroz,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hemoraji
acisindan yapilan degerlendirmeler sonucunda elde edilen skorlarin toplami olarak
belirlendi. Hepatik hasar skorlar1 kontrol grubunda 0,57+0,14; APAP grubunda 7+1,75;
APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 4,07+0,82; APAP verildikten 8
saat sonra borik asit uygulanan grupta 3,8+0,43 ve borik asit grubunda 1,80+0,23 olarak
belirlendi (Sekil 4.2 A). Kontrol grubuna gore en yiiksek hepatik hasar skoru APAP
grubunda goriildii (p <0,0001) (Sekil 4.2 A). APAP verildikten 1 saat sonra borik asit
uygulanan grupta hepatik hasar azalmis olmakla birlikte yine de kontrol grubuna gore
hepatik hasarin devam ettigi goriildii (p <0,05). Hepatik hasar bakimindan kontrol grubuna
gore diger gruplarda ise anlamli farklilik olmadigi belirlendi (p >0,05). APAP verildikten 1

saat ve 8 saat sonra borik asit uygulanan gruplar hepatik hasar bakimindan
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karsilastirildiginda aralarinda anlaml farklilik olmadigi gorildi (p >0,05) (Sekil 4.2 A).
Nekroz skorlari kontrol grubunda 0,0+0,0; APAP grubunda 2,08+0,41; APAP verildikten 1
saat sonra borik asit uygulanan grupta 1,33+0,25; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grupta 1,5+0,21 ve borik asit grubunda 0,24+0,12 olarak belirlendi (Sekil 4.2 B).
Gruplar nekroz varligi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubuna gore en siddetli
nekroz APAP grubunda goriilitken APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra borik asit
uygulanan gruplarda da nekrozun azalarak devam ettigi goriildii (Sirasi ile p <0,001; p <0,05;
p <0,01). APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra borik asit uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda nekrozun 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta daha fazla oldugu
ancak iki grup arasinda anlamli farklilik olmadigi belirlendi (Sekil 4.2 B). Vaskiiler
konjesyon skorlar1 kontrol grubunda 0,37+0,13; APAP grubunda 1,2+0,4; APAP verildikten
1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 0,40+0,22; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grupta 0,33+0,13 ve borik asit grubunda 0,30+0,09 olarak belirlendi (Sekil 4.2
C). Dokular konjesyon agisindan karsilastirildiginda tim gruplarda minimal diizeyde
konjesyon varligr goriiliirken, APAP grubunda konjesyonun arttigi fakat bu artisin
istatistiksel olarak anlamlilik gdstermedigi belirlendi (p >0,05) (Sekil 4.2 C). Inflamatuar
hiicre infiltrasyonu skorlar1 kontrol grubunda 0,07+£0,05; APAP grubunda 1,5+0,33; APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 1,02+0,32; APAP verildikten 8 saat
sonra borik asit uygulanan grupta 0,69+0,24 ve borik asit grubunda 0,26+0,14 olarak
belirlendi (Sekil 4.2 D). Inflamatuar hiicre infiltrasyonu degerlendirildiginde kontrol
grubuna goére APAP grubunda en fazla infiltrasyonun oldugu izlendi (p <0,01) ve borik asit
verilen gruplarda azalma oldugu goriiliirken, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit verilen
grupta kontrol grubuna goére anlamlilik oldugu belirlendi (p <0,05) (Sekil 4.2 D). Hemoraji
skorlart kontrol grubunda 0,0+0,0; APAP grubunda 0,67+0,49; APAP verildikten 1 saat
sonra borik asit uygulanan grupta 0,14+0,09; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grupta 0,0+0,0 ve borik asit grubunda 0,02+0,02 olarak belirlendi (Sekil 4.2 E).
Dokulardaki hemoraji degerlendirildiginde APAP grubunda en fazla diizeyde oldugu
gozlemlenirken gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik olmadig: belirlendi (p>0,05)
(Sekil 4.2 E). Siniizoidal dilatasyon skorlar1 kontrol grubunda 0,12+0,05; APAP grubunda
1,5+0,37; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 1,17+0,26; APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta 1,29+0,25 ve borik asit grubunda
1,1+£0,14 olarak belirlendi (Sekil 4.2 F). Gruplar siniizoidal dilatasyon bakimindan
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda anlamli diizeyde siniizoidal

dilatasyon oldugu gortldi (p <0,05) (Sekil 4.2 F).
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Resim 4.2. (A): Kontrol grubu. Ortalarinda v. centralis (vc) igeren, aralarinda portal
alanlarin (pa) bulundugu karaciger lobiilleri goriilmekte (HE, x100)

Resim 4.2. (devam) (B): Kontrol grubu. Merkezi yerlesimli v. centralis’ten (vc) perifere
dogru 1s1nsal olarak uzanan hepatositler (h) ile aralarinda yer alan karaciger
siniizoidleri (s) goriilmekte (HE, x200)
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Resim 4.2. (devam) (C): Kontrol grubu. V. centralis’ten (vc) perifere uzanan hiicre
kordonlar1 yapan, 6kromatik ¢ekirdekli (n) hepatositler (h) ile aralarinda yer alan
karaciger siniizoidleri (s) goriilmekte (HE, x400)
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Resim 4.3. (A): APAP grubu. V. centralis’lerde (vc) konjesyon (¥%) ve sentrilobiiler nekroz
goriilmekte (HE, x100)

Resim 4.3. (devam) (B): APAP grubu. V. centralis’te (vc) konjesyon (¥), ve gevresinde
hiicre infiltrasyonu (1) goriilmekte (HE, x200)
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Resim 4.3. (devam) (C): APAP grubu. V. centralis’te (vc) konjesyon (¥%), inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (1), hepatositlerde sitoplazmik vakuoler olusumlar (=®) goriillmekte
(HE, x400)
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Resim 4.3. (devam) (D): APAP grubu. V. centralis (vc) ve siniizoidlerde konjesyon (%),
hemoraji (=®), piknotik ¢ekirdekli hepatositler (1) ile bozulmus karaciger
parankim yapisi goriillmekte (HE, x200)
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Resim 4.3. (devam) (E): APAP grubu. V. centralis’te (vc) ve konjesyon (%), endotel
tabakasinda biitiinliigiin bozulmas1 (=®), sintizoidal dilatasyon (s) ve konjesyon

(%), nedeniyle parankim yapisi ayirt edilemeyen karaciger dokusu goriilmekte
(HE, x400)



Resim 4.3. (devam) (F): APAP grubu. V. centralis (vc) endotel biitiinliigiinde bozulma (%),
¢ekirdegini kaybetmis daha eozinofilik boyanan hepatositler (¢), hepatositlerde

vakuoler olusumlar («®) goriilmekte (HE, x400)

Resim 4.3. (devam) (G): APAP grubu. Hiper eozinofilik boyanan, poligonal sekillerini
kaybetmis, piknotik ¢ekirdekli hepatositler (¢), karyoreksiz (1), karyolizis (=)
goriilmekte (HE, x400)
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Resim 4.4. (A): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. V. centralis (vc),
karaciger lobiilleri arasindaki portal alanlar (pa) goriilmekte (HE, x100)

Resim 4.4. (devam) (B): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. Sinirl
alanlarda sentrilobiiler nekroz (1) goriilmekte, v. centralis (vc) (HE, x200)



Resim 4.4. (devam) (C): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup.
Eozinofilisi artmis (1), piknotik ¢ekirdekli hiicre sayisinda azalma goriilmekte,
v. centralis (vc) (HE, x400)

Resim 4.4. (devam) (D): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. APAP
grubuna gore azalmis konjesyon, azalmis inflamatuar hiicre infiltrasyonu (1)
goriilmekte, v. centralis (vc) (HE, x400)
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Resim 4.5. (A): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup. APAP uygulanan
gruba gore azalmis sentrilobiiler nekroz goriilmekte, v. centralis (vc) (HE, x100)

Resim 4.5. (devam) (B): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup. APAP
grubuna gore azalmig sentrilobiiler nekroz ve konjesyon goriilmekte, v. centralis
(ve), sintizoidler (s) (HE, x200)
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Resim 4.5. (devam) (C): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup. APAP
grubuna gore azalan inflamatuar hiicre infiltrasyonu (1) goriilmekte, v. centralis
(ve), sintizoidler (s) (HE, x400)
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Resim 4.6. (A): Borik Asit uygulanan grup. Minimal diizeyde v. centralis’te (vc) konjesyon
goriilmekte (HE, x100)

Resim 4.6. (devam) (B): Borik asit uygulanan grup. Baz1 alanlarda siniizoidal dilatasyon (1)
goriilmekte, v. centralis (vc), sintizoidler (s) (HE, x200)



Resim 4.6. (devam) (C): Borik asit uygulanan grup. Bazi alanlarda siniizoidal dilatasyon ve
minimal dejeneratif degisiklikler (0) goriilmekte, Siniizoid (s) (HE, x400)
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Sekil 4.2. Histopatolojik hasar degerlendirme sonuglar1 (A) Hepatik Hasar, (B) Nekroz, (C)
Vaskiiler Konjesyon, (D) inflamatuar Hiicre Infiltrasyonu, (E) Hemoraji, (F)
Siniizoidal Dilatasyon (APAP; Asetaminofen, BA; Borik Asit) Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001
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4.2.2. Periyodik Asit Schiff (=PAS) bulgular

APAP, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan, APAP verildikten 8 saat sonra
borik asit uygulanan ve borik asit uygulanan gruplara ait karaciger dokularindaki glikojen
icerigini incelemek amaciyla, PAS boyama yontemi uygulandi. PAS boyama yontemi ile
glikojen igeren hepatositlerin daha koyu morumsu kirmizi renkte boyanirken, glikojen

icerigini kaybeden hepatositlerin daha agik renkte boyandiklar1 goriildii.

Kontrol grubuna ait karaciger dokulariin PAS boyama yontemi ile boyanmis kesitlerinin
kiicik ve biyilik biiyliltmelerdeki incelemesinde; yogun glikojen igeren PAS pozitif
hepatositlerin diffiiz bir dagilhim gosterdigi dikkati ¢ekti (Resim 4.7. A, B ve C).

APAP uygulanan gruba ait karaciger dokularmin PAS boyama yontemi ile boyanmis
kesitlerinin kiigiik ve biiylik biiyliltmelerdeki incelemesinde; sentrilobiiler alanlardaki
hepatositlerde yogun glikojen kaybinin oldugu gozlendi (Resim 4.8. A, B ve C). Bu alanlar
bu gruba ait HE boyamalardaki sentrilobiiler nekrozun yogun oldugu alanlara karsilik geldigi

goriildii.

APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan gruba ait karaciger dokularinin PAS
yontemi ile boyanmig kesitlerinin kiigiik ve biiytik biiytiltmelerdeki incelemesinde; APAP
uygulanan gruba gore sentrilobiiler bolgede daha sinirli, dar bir alanda glikojen kaybi
gosteren hepatositler mevcutken, perifere dogru farkli yogunlukta glikojen icerigine sahip
PAS pozitif hepatositlerin bulundugu gozlendi. Bu grupta da HE boyamalarda sentrilobiiler
nekrozun devam ettigi alanlara karsilik gelen yerlerde glikojen kaybinin oldugu goriildii
(Resim 4.9. A, B ve C).

APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan gruba ait karaciger dokularinin PAS
yontemi ile boyanmis kesitlerinin kii¢iik ve biiyiik biiytiltmelerindeki incelemesinde; APAP
uygulanan gruba gore daha sinirli alandaki hepatositlerde glikojen kayb1 mevcutken, perifere
dogru glikojen igerigi artarak devam eden hepatositlerin varligi izlendi (Resim 4.10. A, B ve
C).

Borik asit uygulanan gruba ait karaciger dokularinin PAS yontemi ile boyanmis kesitlerinin

kiictik ve biiytik biiyiiltmelerindeki incelemesinde; farkli yogunlukta glikojen igerigine sahip



57

PAS pozitif ya da negatif hepatositlerin karaciger dokusu i¢inde belli bir yerde lokalize
olmayip, diffiiz bir dagilim gosterdigi izlendi (Resim 4.11. A, B ve C).

Dokulardaki glikojen igeriginin degerlendirmesi PAS pozitif alanlarin yayginligi {izerinden
yapilan skorlama ile belirlendi. PAS pozitif boyanma skoru ortalamalari kontrol grubunda
3,38+0,17; APAP grubunda 0,22+0,1; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan
grupta 2,44+0,23; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta 2,55+0,18 ve
borik asit grubunda 2,62+0,22 olarak belirlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda PAS pozitif alanlarin en az oldugu grubun APAP grubu oldugu belirlendi (p
<0,0001). APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grubun kontrol grubuna gore
daha az, APAP uygulanan gruba gore ise daha fazla glikojene sahip oldugu belirlendi (sirasi
ile p <0,01, p <0,0001) (Sekil 4.3). APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
grubun kontrol grubuna gore daha az, APAP uygulanan gruba gore ise daha fazla glikojene
sahip oldugu belirlendi (sirasi ile p <0,05, p <0,0001). Borik asit uygulanan gruptaki glikojen
iceriginde kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik goriilmezken (p >0,05), APAP
uygulanan grup ile karsilastirildiginda PAS pozitif alanlarin anlamli olarak bu grupta daha
fazla oldugu goriildii (p <0,0001) (Sekil 4.3).
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Resim 4.7. (A): Kontrol grubu. Karaciger dokusunda yogun glikojen igerigine sahip
hepatositler diffiiz bir dagilim gostermekte, v. centralis (vc) (PAS, x100)

Resim 4.7. (devam) (B): Kontrol grubu. Karaciger dokusunda yogun glikojen igerigine
sahip hepatositler (h) diffiiz bir dagilim gostermekte, v. centralis (vc) (PAS,
x200)
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Resim 4.7. (devam) (C): Kontrol grubu. Karaciger dokusunda yogun glikojen igerigine
sahip PAS (+) hepatositler (%) goriilmekte (PAS, x400)
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Resim 4.8. (A): APAP grubu. Karaciger dokusunda sentrilobiiler alandaki (- - -) ile gevrili
hepatositlerde yogun glikojen kaybinimn oldugu goriilmekte, v. centralis (vc)
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Resim 4.8. (devam) (B): APAP grubu. Sentrilobiiler alandaki yogun glikojen kaybinin

oldugu hepatositler (¥) ve glikojen icerigi korunmus bazi1 PAS (+) hepatositler
(1) goriilmekte, v. centralis (vc) (PAS, x200)
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Resim 4.8. (devam) (C): APAP grubu. Karaciger dokusunda sentrilobiiler alanda yogun
glikojen kaybinin oldugu PAS (-) hepatositler (¥) gortilmekte (PAS, x400)



Resim 4.9. (A): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. Karaciger
dokusunda, simirli setrilobiiler alanda glikojen kaybi goriilen hepatositler ile
perifere dogru glikojen igerigi artan hepatositler goriilmekte (PAS, x100)

Resim 4.9. (devam) (B): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. Karaciger

dokusunda, sinirli setrilobiiler alanda glikojen kayb1 goriilen hepatositler (¥%) ile
perifere dogru glikojen icerigi artan hepatositler (1) gériilmekte (PAS, x200)
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Resim 4.9. (devam) (C): APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup. Karaciger
dokusunda, sinirli setrilobiiler alanda glikojen kaybi goriilen PAS (-) hepatositler
(%) ile perifere dogru glikojen igerigi artan PAS (+) hepatositler (1) goriilmekte
(PAS, x400)
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Resim 4.10. (A): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup. Sentrilobiiler
alanda smirli bolgede glikojen kaybi goriilen hepatositler ile perifere dogru
glikojen igerigi giderek artan hepatositler izlenmekte (PAS, x100)

Resim 4.10. (devam) (B): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup.
Setrilobiiler alanda sinirli bolgede glikojen kaybi goriilen PAS (-) hepatositler
(¥) ile perifere dogru glikojen igerigi giderek artan PAS (+) hepatositler (1)
izlenmekte (PAS, x200)
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Resim 4.10. (devam) (C): APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup.
Setrilobiiler alanda sinirli bolgede glikojen kaybi goriilen PAS (-) hepatositler
(%) ile perifere dogru glikojen igerigi giderek artan PAS (+) hepatositler (1)
izlenmekte (PAS, x400)



Resim 4.11. (A): Borik asit uygulanan grup. Karaciger dokusunda farkli yogunlukta
glikojen igerigine sahip hepatositlerin diffiiz bir dagilim gosterdigi izlenmekte
(PAS, x100)

Resim 4.11. (devam) (B): Borik asit uygulanan grup. Karaciger dokusunda farkli
yogunlukta glikojen igerigine sahip hepatositlerin diffiiz bir dagilim gdsterdigi
izlenmekte (PAS, x200)
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Resim 4 11. (devam) (C): Borik asit uygulanan grup. Karaciger dokusunda farkli
yogunlukta glikojen igerigine sahip hepatositlerin diffiiz bir dagilim gosterdigi
izlenmekte, PAS (+) (1), PAS (-) (%) (PAS, x400)
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Sekil 4.3. Karaciger dokularinda glikojen yogunlugu degerlendirme sonuglar1 (APAP;
Asetaminofen, BA; Borik Asit, PAS; Periyodik Asit Schiff) Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; *p <0,05, **p <0,01, ****p <0,0001. APAP grubu ile
karsilagtirildiginda; ####p <0,0001



68

4.2.3. Immunohistokimyasal boyama bulgular

VEGF-A immiinoreaktivitesinin degerlendirilmesi

Degerlendirilmelerde sentrilobiiler nekroz kaynakli farklilik olmamasi i¢in portal alan
merkezli ve santral ven merkezli olmak {izere iki farkl histolojik bolgeden degerlendirme

yapilmistir.

Deney gruplarinda periportal alandaki vaskiilarizasyonu gostermek amaciyla VEGF-A ile
yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi sonucunda; kontrol grubunda
periportal alan hepatositlerinde daha zayif immiinoreaktivite goriildii (Resim 4.12 A).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda en kuvvetli immiinoreaktivitenin APAP verildikten 1
saat sonra borik asit uygulanan grupta oldugu belirlendi (Resim 4.12 C). APAP ve APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna goére daha
kuvvetli ancak 1 saat sonra borik asit verilen gruba gore daha zayif immiinoreaktivite
goriildii (Resim 4.12 B-D). Borik asit uygulanan grupta ise kontrol grubuna benzer bir

tutulum oldugu izlendi (Resim 4.12 E).

Deney gruplarinda sentrilobiiler alandaki vaskiilarizasyonu degerlendirmek amaciyla
VEGF-A ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin sonucunda; kontrol grubunda
sentrilobiiler alan hepatositlerinde daha zayif immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.13 A).
APARP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta ise en kuvvetli immiinoreaktivite
goriildii (Resim 4.13 C). APAP ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
gruplarda orta derecede VEGF-A immiinoreaktivitesi dikkati ¢ekti (Resim 4.13 B-D). Borik

asit uygulanan grupta kontrol grubuna benzer bir tutulum izlendi (Resim 4.13 E).

Istatistiksel analizlerde periportal ve sentrilobiiler alanlarin degerlendirilmesinin yani sira
her iki alanin H-skorlarindan elde edilen sonuglar ile tiim alanlar1 i¢eren genel bir H-skor

degerlendirilmesi de yapildi.

Periportal alandaki her grup i¢in VEGF-A immiinoreaktivitesinden elde edilen H-skor
degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda 129,1+4,3; APAP grubunda 161,6+8,6; APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 169,4+5,6; APAP verildikten 8 saat

sonra borik asit uygulanan grupta 153,3+3,9 ve borik asit grubunda 136,5+3,9 olarak
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bulundu. H-skor ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda periportal alanda kontrol grubuna
gore en yliksek VEGF-A H-skoru APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta
goriildii (p<0,0001). APAP grubu ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
grupta da kontrol grubuna gore periportal alanda daha yiiksek VEGF-A H-skoru oldugu
gosterildi (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05) (Sekil 4.4 A).

Sentrilobiiler alandaki her grup i¢in VEGF-A immiinoreaktivitesinden elde edilen H-skor
degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda 135,5+5,6; APAP grubunda 170,0+5,2; APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 178,1+5,7; APAP verildikten 8 saat
sonra borik asit uygulanan grupta 160,8+5,0; ve borik asit grubunda 142,4+5,9 olarak
bulundu. H-skor ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda sentrilobiiler alanda kontrol
grubuna gore en yiiksek VEGF-A H-skoru APAP verildikten 1 saat sonra borik asit
uygulanan grupta goriildii (p<0,01). Kontrol grubuna gore, APAP grubunda daha yiiksek
VEGF-A H-skoru izlenirken (p<0,05) APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
grupta ve borik asit grubunda VEGF-A H skoru bakimindan anlamli farklilik goriilmedi
(p>0,05) (Sekil 4.4 B).

Hem periportal hem de sentrilobiiler alanlarin VEGF-A H-skor sonuclari beraber
degerlendirildiginde ise periportal alandaki VEGF-A H-skor sonuglari ile benzer sonuglar

elde edildi (Sekil 4.4 C).

Her grubun kendi periportal alan VEGF-A H-skoru, sentrilobiiler alan VEGF-A H-skoru ile
karsilagtirildiginda, tiim gruplarda VEGF-A H-skorunun sentrilobiiler alanda periportal
alana gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Istatistiksel anlamlilik ise kontrol grubu, APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta ve APAP verildikten 8 saat sonra borik

asit uygulanan grupta goriildi (p<0,05) (Sekil 4.5).
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Resim 4.12. Periportal alanda VEGF-A immiinoreaktivitesi gosteren hepatositler
goriilmekte. A) Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit;
D) APAP verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol
(DAB & Hematoksilen, x200)



71

Resim 4.13. Sentrilobiiler alanda VEGF-A immiinoreaktivitesi gosteren hepatositler
goriilmekte. A) Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit;
D) APAP verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol
(DAB & Hematoksilen, x200)
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Sekil 4.4. VEGF-A immiinoreaktivite degerlendirmesi (A) Periportal Alan, (B)
Sentrilobiiler Alan, (C) Total Alan, (APAP; Asetaminofen, BA; Borik Asit)
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p
<0,0001. BA grubu ile karsilastirildiginda; +p <0,05, ++ p <0,01, +++ p <0,001
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Sekil 4.5. VEGF-A immiinoreaktivitelerinin periportal ve sentrilobiiler alanlarinin
degerlendirmesi (APAP; Asetaminofen, BA; Borik Asit) (*p <0,05)
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Alfa fetoprotein (AFP) immiinoreaktivitesinin degerlendirilmesi

Deney gruplarinda sentrilobiiler ve periportal alandaki rejenerasyonu gostermek amaciyla
AFP ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi sonucunda; kontrol
grubunda periportal alan hepatositlerinin sitoplazmasinda orta derece immiinoreaktivite
izlendi (Resim 4.14 A). Gruplar arasinda en fazla AFP immiinoreaktivitesinin APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta oldugu goriildii (Resim 4.14 D). APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta ise APAP grubuna gore daha fazla APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan gruba gore ise daha az immiinoreaktivite
goriildii (Resim 4.14 C). Diger gruplarda ise kontrol grubuna benzer immiinreaktivite oldugu

dikkati ¢ekti (Resim 4.14).

AFP ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi sonucunda;
sentrilobiiler alanda kontrol, APAP ve borik asit grubunda orta derece immiinoreaktivite
izlendi (Resim 4.15 A-B-E). Periportal alanda oldugu gibi sentrilobiiler alan
degerlendirmesinde de en fazla AFP immiinreaktivitesi APAP verildikten 8 saat sonra borik
asit uygulanan grupta izlendi (Resim 4.15 D). APAP verildikten 1 saat sonra borik asit
uygulanan grupta ise APAP grubuna gore daha fazla, APAP verildikten 8 saat sonra borik

asit uygulanan gruba gore ise daha az AFP immiinoreaktivitesi goriildii (Resim 4.15 C).

Istatistiksel ~ analizlerde periportal ve sentrilobiiler alanlarm AFP  H-skor
degerlendirilmesinin yani sira her iki alandan elde edilen sonuglar genel olarak da

degerlendirildi.

Periportal alandaki her grup i¢in yapilan AFP H-skor degerlerinin ortancalar1 ve geyreklikler
aras1 uzakliklar1 kontrol grubunda 116,2 (26,65); APAP grubunda 121,6 (22,73); APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 128,4 (29,90); APAP verildikten 8 saat
sonra borik asit uygulanan grupta 134,6 (18,18) ve borik asit grubunda 107,6 (21,0) olarak
bulundu. Periportal alandaki AFP H-skor sonuglarina gére gruplar kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda AFP immiinoreaktivitesinde anlamli farklilik olmadigi belirlendi

(p>0,05) (Sekil 4.6 A).

Sentrilobiiler alandaki her grup icin yapilan AFP H-skor degerlerinin ortancalar1 ve

ceyreklikler arasi uzakliklart kontrol grubunda 118,8 (28,74); APAP grubunda 121,4
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(13,61); APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 133,4 (38,89); APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta 149,0 (13,33) ve borik asit grubunda
111,9 (31,34) olarak bulundu. Sentrilobiiler alandaki AFP H-skor sonuglarina gore gruplar
arast anlaml farklilik oldugu goriildi. Bu farkliligin APAP verildikten 8 saat sonra borik
asit uygulanan grubun borik asit grubuna goére daha yiiksek AFP H-skor degerine sahip
olmasindan kaynaklandigi belirlendi (p <0,05). Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda
diger gruplarda AFP H-skor diizeyi bakimindan anlamli farklilik goriilmedi (Sekil 4.6 B).

Hem periportal hem de sentrilobiiler alanlarin AFP H-skor sonuglar1 beraber

degerlendirildiginde ise sentrilobiiler alan ile benzer sonuglar elde edildi (Sekil 4.6 C).

Her grubun kendi periportal alan AFP H-skoru, sentrilobiiler alan AFP H-skoruna ile
karsilastirildiginda, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan ve APAP verildikten
8 saat sonra borik asit uygulanan gruplarda sentrilobiiler alanda AFP H-skorunun daha
yiiksek oldugu belirlendi (sirasi ile p <0,01; p <0,05) (Sekil 4.7).
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Resim 4.14. AFP immiinoreaktivitesi gosteren periportal alan hepatositleri goriilmekte. A)
Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit; D) APAP

verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol (DAB &
Hematoksilen, x200)
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Resim 4.15. AFP immiinoreaktivitesi gosteren sentrilobiiler alan hepatositleri goriilmekte.
A) Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit; D) APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol (DAB &
Hematoksilen, x200)
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Sekil 4.6. AFP immiinoreaktivite degerlendirmesi (A) Periportal Alan, (B) Sentrilobiiler
Alan, (C) Tim Alanlar (APAP; Asetaminofen, BA; Borik Asit) (*p <0,05)
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Sekil 4.7. AFP  immiinoreaktivitelerinin  periportal ve sentrilobiiler alanlarinin
degerlendirmesi (APAP; Asetaminofen, BA; Borik Asit) (*p <0,05, **p <0,01)
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PCNA immiinoreaktivitesinin degerlendirilmesi

Deney gruplarinda sentrilobiiler ve periportal alandaki hepatosit proliferasyonunu gostermek
amaciyla PCNA ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi
sonucunda; belirgin kahverengi boyanan hepatosit ¢ekirdekleri PCNA pozitif olarak kabul
edildi. Kontrol grubuna gére APAP uygulanan tiim gruplarda PCNA pozitif hiicre ¢ekirdek
sayisinda artis oldugu goriildii. APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise APAP
verildikten hem 1 saat hem de 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta PCNA pozitif hiicre

cekirdek sayilarinin arttig1 izlendi (Resim 4.16-17).

PCNA pozitif hiicre yilizdesinin ortalamalar1 kontrol grubunda %12,24+1,2; APAP grubunda
%23,29+2,78; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta %30,08+1,79;
APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta %31,63+2,29 ve borik asit
grubunda %11,54+1,19 olarak bulundu. Istatistiksel analizler sonucunda gruplar kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda APAP grubunda, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit
uygulanan grupta ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta daha yiiksek
PCNA pozitif hiicre yiizdesi belirlendi (sirasi ile p <0,01; p <0,0001 ve p <0,0001). Gruplar
APAP uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grubun daha fazla PCNA pozitif hiicreye sahip oldugu goriiliirken tek basina
borik asit uygulanan grubun daha az sayida PCNA pozitif hiicre igerdigi belirlendi (p <0,05).
APAP verildikten sonra borik asit uygulanan gruplar PCNA pozitif hiicre yiizdesi
bakimindan birbiri ile karsilastirildiginda anlamli farklilik olmadig goriildii (p >0,05) (Sekil
4.8).
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Resim 4.16. Periportal alandaki hepatosit ¢ekirdeklerinde PCNA immiinreaktivite (1)
goriilmekte. A) Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit;
D) APAP verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol
(DAB & Hematoksilen, x200)
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Resim 4.17. Sentrilobiiler alandaki hepatosit ¢ekirdeklerinde PCNA immiinreaktivite (1)
goriilmekte. A) Kontrol; B) APAP; C) APAP verildikten 1 saat sonra borik asit;
D) APAP verildikten 8 saat sonra borik asit; E) Borik Asit; F) Negatif Kontrol
(DAB & Hematoksilen, x200)
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Sekil 4.8. PCNA pozitif hiicre yilizdeleri (APAP; Asetaminofen, BA,; Borik Asit) Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; **p <0,01; ****p <0,0001. APAP grubu ile
karsilastirildiginda; #p <0,05. BA grubu ile karsilastirildiginda; ++++p <0,0001
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4.3. U¢ Boyutlu Modelleme Bulgular

Deney gruplarina ait HE ve PAS boyamalar1 sonucu elde edilen bulgular kullanilarak
asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda goriilen patolojik degisiklikler 3 boyutlu hale
getirilerek derinlik kazandirilmis ve bu goriintiilerden histopatolojik siirecin anlasilmasini
kolaylastirmak amaci ile animasyon hazirlanmistir. QR kod okutarak izlenebilecek olan
animasyonda saglikli bir klasik karaciger lobiiliindeki (Resim 4.18) asetaminofene etkin
kalma sonrasi olusan dejeneratif hepatositler, dilate siniizoidler, hemoraji, hepatositlerde
azalan glikojen igerigi ve ortaya ¢ikan vakuolizasyon goriilmektedir (Resim 4.19). QR kodu
okutarak asetaminofenin hepatositlerde sitokrom P450 enzimi ile metabolize olmasi sonucu
ortaya ¢ikan ve proteinlere baglanarak hiicrede hasara sebep olan NAPQI’nin makrofaj
migrasyon inhibitor faktore baglanmis oldugu 3 boyutlu modelden elde edilen animasyonu
izlenmektedir (Resim 4.20) [120,121].
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Resim 4.18. Saglikli sican karacigerine ait klasik lobiiliin 3 boyutlu modellemesi; V.
centralis (vc), siniizoidler (s), a. hepatica (ah), v. porta (vp), safra kanali (sk),
normal hepatositler (h), hepatositlerde glikojen (=®) ve asetaminofenin

sintizoidlere gegisi (—) goriilmekte (3 boyutlu modelleme Prof. Dr. Tuncay
Veysel PEKER tarafindan hazirlanmistir)

Resim 4.19. Asetaminofen kaynakli karaciger hasari goriilen klasik lobiilin 3 boyutlu
modellemesi ve animasyonu; eozinofilik boyanan dejeneratif hepatositler (dh),
dilate siniizoidler (ds), hepatositlerde vakuolizasyon (=®), hemoraji (%)
goriilmekte (QR kodu okutarak animasyona ulasabilirsiniz) (3 boyutlu
modelleme ve animasyon Prof. Dr. Tuncay Veysel PEKER tarafindan
hazirlanmistir)
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Resim 4.20. Proteine (Makrofaj Migrasyon Inhibitdr Faktor) bagli NAPQI’dan elde edilmis
Asetaminofen dimeri (kesikli ¢izgi igerisinde) goriilmekte (QR kodu okutarak
animasyona ulasabilirsiniz) (3 boyutlu modelleme ve animasyon Prof. Dr.
Tuncay Veysel PEKER tarafindan hazirlanmistir) [120,121]
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4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgular

Kontrol grubu, APAP grubu, APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grup,
APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grup ve borik asit grubuna ait serum
orneklerinde karaciger fonksiyonlarini kontrol grubu ile karsilastirilmali olarak incelemek

amaci ile biyokimyasal analizler yapildu.

Serum 6rneklerinden elde edilen ALT degerleri ortalamalar1 kontrol grubunda 58,17+4,05
U/L; APAP grubunda 115,1+£21,20 U/L; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan
grupta 90,2+12,11 U/L; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta
69,89+4,67 U/L ve borik asit grubunda 59,51+8,57 U/L olarak belirlendi. Istatistik analizi
sonucunda gruplar arasi serum ALT degerleri bakimindan anlamli farklilik bulundu
(p=0,0077). Gruplar arasinda ¢oklu karsilastirma yapildiginda APAP uygulanan grupta
kontrol grubuna gore serum ALT diizeyinde anlamli artig goriildi (p <0,05). APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan
gruplarda APAP uygulanan gruba gore ALT degerinde diisiis izlenirken gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmadi (p >0,05) (Sekil 4.9 A).

Serum Orneklerinden elde edilen AST degerleri ortancalar1 ve ¢eyreklikler arasi uzaklik
degerleri kontrol grubunda 129,7 (33,5) U/L; APAP grubundal64,3 (121,5) U/L; APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 142,2 (249,3) U/L; APAP verildikten 8
saat sonra borik asit uygulanan grupta 137,0 (68,5) U/L ve borik asit grubunda 158,6 (95,9)
U/L olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasi serum AST degerleri
bakimindan anlamli farklilik bulunmadi (p= 0,842) (Sekil 4.9 B).

Serum orneklerinden elde edilen total bilirubin degerleri ortalamalar1 kontrol grubunda
0,243+0,01 mg/dL; APAP grubunda 0,377+0,03 mg/dL; APAP verildikten 1 saat sonra borik
asit uygulanan grupta 0,267+0,01 mg/dL; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grupta 0,286+0,01 mg/dL ve borik asit grubunda 0,266+0,01 mg/dL olarak
belirlendi. Istatistik analizi sonucunda total bilirubin degerleri bakimindan gruplar arasi
anlamli farklilik oldugu goriildi (p <0,0001). Gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirma
yapildiginda APAP uygulanan grupta kontrol grubuna gore total bilirubin diizeyinde anlamli
artig gorildii (p <0,0001). APAP verildikten 1 saat sonra borik asit ve APAP verildikten 8
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saat sonra borik asit uygulanan gruplarda APAP uygulanan gruba gore total bilirubin
degerinde anlamli azalma goriildii (sirasi ile p <0,001; p <0,01) (Sekil 4.9 C).

Serum Orneklerinden elde edilen GGT degerleri ortalamalar1 kontrol grubunda 1,379+0,17
U/L; APAP grubunda 3,328+1,15 U/L; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan
grupta 1,470+0,13 U/L; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta
1,190+0,27 U/L ve borik asit grubunda 1,00+0,74 U/L olarak belirlendi. Istatistiksel analiz
sonucunda GGT degerleri bakimindan gruplar arasi anlamli farklilik oldugu gorildi
(p=0,0125). Gruplar arasinda ¢oklu karsilastirma yapildiginda APAP uygulanan grupta
kontrol grubuna gore serum GGT diizeyinde anlamli artig gorildi (p <0,05). APAP
verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta APAP uygulanan gruba gore GGT
degerinde anlamli azalma goriildii (p <0,05) (Sekil 4.9 D).

Serum oOrneklerinden elde edilen ALP degerlerinin ortancalart ve g¢eyreklikler arasi
uzakliklar1 kontrol grubunda 904,0 (231,0) U/L; APAP grubuda 1026,0 (199,0) U/L; APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta 969,0 (95,0) U/L; APAP verildikten 8
saat sonra borik asit uygulanan grupta 881 (213,0) U/L ve borik asit grubunda 759 (498,0)
U/L olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda ALP degerleri bakimindan gruplar arasi
anlamli farklilik bulunmadi (p=0,386) (Sekil 4.9 E).

Serum 6rneklerinden elde edilen GLU degerlerinin ortalamalar1 kontrol grubunda 176,9+9,0
mg/dL; APAP grubunda 150,0+19,11 mg/dL; APAP verildikten 1 saat sonra borik asit
uygulanan grupta 163+4 mg/dL; APAP verildikten 8 saat sonra borik asit uygulanan grupta
163,6+10,41 mg/dL ve borik asit grubunda 168,7+8,16 mg/dL olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz sonucunda GLU degeri bakimindan gruplar arasi anlamli farklilik bulunmadi (p=0,69)
(Sekil 4.9 F).
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Sekil 4.9. Karaciger fonksiyonlarinin biyokimyasal degerlendirmesi (APAP; Asetaminofen,
BA; Borik Asit) Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p <0,05; ****p <0,0001.
APAP grubu ile karsilastirildiginda; #p <0,05; ##p <0,01; ###p <0,001
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5. TARTISMA

Karaciger, birgok ilacin ve kimyasalin metabolize ve detoksifiye edildigi birincil organ
oldugu i¢in hasarlanmaya diger organlardan daha yatkindir. ilag kaynakl1 karaciger hasari,
olusan hasarm siiresi ve siddetine gore akut karaciger yetmezligine veya kronik karaciger
hastaligina sebep olur [122]. Akut karaciger yetmezliginin en yaygin sebebi, onaylandigi
giinden beri en popiiler analjezik ve antipiretik ajan olarak kullanilan asetaminofendir. Tek
seferde yiiksek dozda veya asetaminofen iceren diger ilaglarla beraber alindigi, istemsiz
olarak tedavi dozunun asildig1 durumlarda asetaminofen karacigerde hasara sebep olur. Her
yil APAP toksisitesi sebebiyle hastaneye basvuran kisi sayisi oldukca fazla iken bu
kisilerden hastaneye yatis1 yapilan ve bunlardan da 6liimle sonuglanan vaka sayis1 goz ardi
edilemeyecek kadar yiiksek bir orandadir. Bu sebeple APAP kaynakli karaciger hasari
giinlimiizde hala klinik agidan biiyiik bir sorun teskil etmektedir [65].

APAP, sitokrom P450 enzim ailesi tarafindan 6zellikle CYP2E1, CYP1A2 ve CYP 3A4
enzimleriyle metabolize olur. APAP bu enzimler aracilig1 ile NAPQI metabolitine doniisiir.
Terdpatik doz araliginda bu metabolitin olusmasi zararsizken yiiksek doz APAP aliminda
NAPQI bikirimi hepatositlere ve karacigerde yer alan hiicre popiilasyonlarina zarar verir.
Duyarlihig1 yiiksek kisilerde giivenli doz araliginda bile karaciger hasari olusabildigi
goriilmiistiir. Bu duruma terapétik talihsizlik denir. Sitokrom P450 enzimleri ve APAP
metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan GSH diizeyleri bu durumu etkileyen faktorler
arasindadir. Diger ilag kullanimlar1 veya bitkisel preparasyonlar sitokrom P450 enzimlerinin
indiiklenmesine sebep olurken, hepatik GSH seviyesinin diisiikliigiine sebep olan
malniitrisyon ve faz II ilag metabolizma enzimlerinin genetik eksikligi APAP kaynakli

hepatotoksisiteye karst duyarlilig1 arttirir [65,123].

Karacigerde APAP’1in metabolize olmasi ¢ok fazla aragtirilmig bir konudur. Cogunlugu
siilfatlasma ve glukuronidasyon yolu ile metabolize olan APAP’1n az bir kismi sitokrom
P450 enzimleri ile hayli reaktif bir metabolit olan NAPQI’ya yiikseltgenir. Bu ara metabolit
de glutatyonun siilfhidril grubu ile birleserek APAP-GSH bilesigini olusturur. Toksik
olmayan bu bilesigin ¢ogu idrar ile atilirken az bir kism1 da safra igerigine katilir [124,125].
NAPQI, serbest tiyol gruplarina saldiran bir bilesiktir. Yiiksek doz APAP varliginda GSH
miktarinin azalmasi ile NAPQI, hiicresel ve mitokondriyal proteinlerin tiyol gruplarina

kovalent baglarla baglanir. Bu da mitokondriyal disfonksiyon, mitokondriyal reaktif oksijen
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tiirlerinin Giretimi ve tiim bu siireclerin sonucu olarak nekroza sebep olur [124]. Toksisitenin
gelistigi ilk evrelerde apoptozis goriilse de hasarin siddetlendigi sonraki evrelerde

hepatositlerde goriilen hiicre 6liim sekli apoptozisden nekroza doner [126].

APAP toksisitesinin tedavisinde antidot olarak FDA tarafindan onayli NAC kullanilir
[127,128]. GSH onciili olan NAC, GSH sentezini arttirarak yiiksek miktar NAPQI
birikimini 6nler. Ayrica antioksidan 6zelligi ile artan reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini
azaltirken mitokondriyondaki Krebs dongiisiine de etki ederek hepatik ATP miktarini arttirir.
Boylece bir¢ok farkli yolak iizerinden APAP toksisitesinin sebep oldugu hasar1 tedavi eder
[129-131]. NAC, fizyolojik pH ortaminda negatif yiiklii sekilde bulundugu igin hiicre
membranindan gegmesi de sinirlidir. Bu da yeterli etkinlige ulagmasi i¢in ihtiya¢ duyulan
dozun arttirtlmasini gerektirirken tedavi siiresini de uzatir [130]. Ortaya ¢ikabilecek yan
etkiler de g6z oniine alindiginda N-asetilsistein’e alternatif olabilecek biyoyararlanimi daha

yiiksek olan maddeler aranmaktadir.

Ulkemiz diinyada en yiiksek bor rezervleri bulunan cografi bolgelerden biridir. Borun
seramik, antiseptikler, pestisitler ve farmasotik tiriinleri de kapsayan birgok farkli kullanim
alan1 mevcuttur [20,21]. Son zamanlarda farkli deney modellerinde borik asitin antioksidan
ve anti-inflamatuar etkileri arastirilmakta, kullanimi ve etkinligi ile ilgili ¢alismalar dikkati
cekmektedir. Calisma modelleri genel olarak karaciger ve bobrek hasar1 {izerine
yogunlasmis goriinse de Alzheimer modeli [132], kirik modeli [133], kanser modeli [134]
ve yara iyilesmesi [135] gibi farkli alanlarda borik asit uygulamalarinin etkileri
arastirtlmaktadir. Bu ¢alismada da, APAP kaynakli karaciger hasarinda borik asitin etkileri

arastirilmstir.

CCls kaynakli karaciger hasarinda borik asitin etkisini inceleyen bir ¢aligmada farkli
dozlarda (50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg) borik asit uygulamalar1 yapilmistir. CCls ve
borik asit uygulanan grupta sadece CCls uygulanan gruba goére ALT, AST ve MDA
seviyesinde azalma ve GSH seviyesinde artis oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglarin
incelenmesinde en etkin diizelmenin 200 mg/kg borik asit uygulanan grupta oldugu
goriilmistir [136]. Bu ¢alismada da, borik asit dozu 200 mg/kg olacak sekilde

uygulanmistir.
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Biyoyararlanim1 %10’dan daha diisiik olan NAC, yiiksek doz APAP uygulamasindan sonra
ilk 10 saat igerisindeki uygulamalarda toksisitenin olusturacagi hasari azaltir ancak geg
uygulamalarda etkinligi disiiktiir [137]. NAC tedavisinde APAP alimindan sonraki ilk 8
saatte NAC uygulandiginda hepatik hasarin en aza indirildigi, ilk 8 saatten sonra yapilan
NAC uygulamalarinda ise hepatotoksisite riskinin arttig1 belirtilmistir [30]. Bu ¢alismada da
APAP verildikten sonra bir gruba 1 saat sonra, diger gruba ise 8 saat sonra borik asit
uygulamasi yapilarak karaciger hasarinda farkli zamanlarda borik asitin uygulanabilirliginin

arastiritlmasi hedeflenmistir.

APAP kaynakli karaciger hasarini incelemek amaci ile yiiksek doz APAP verildikten 24 saat
sonra sakrifiye edilen Sprague Dawley cinsi sicanlar ile yapilan ¢aligmalarda herhangi bir
mortalite bildirilmemistir [112,117]. Ancak bu ¢alismada APAP grubunda bir hayvanda

mortalite goriilmustiir.

Yiksek doz APAP kaynakli karaciger hasari ile ilgili yapilan bir ¢alismada organ
makroskobik olarak incelendiginde saglikli karacigerde homojen ve kirmizimsi bir renk
goriiliirken APAP verilen grupta yer yer koyu kahverengi alanlarin oldugu gosterilmistir
[138]. Bu galismada da makroskobik incelemelerde kontrol grubunda kahverengi-kirmizi ve
homojen bir goriiniim varken APAP verilen grupta karaciger loblarinda koyu kahverengi
renk degisikligi olan alanlar dikkati ¢ekti. APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra borik asit

verilen gruplarda ise APAP verilen gruba gore daha az renk degisimi oldugu goriildii.

Chen ve arkadaglar1 (2009) APAP kaynakli karaciger hasari modeli olusturduklart bir
calismada 8 ve 24 saat APAP verilen gruplar ile kontrol grubunu karsilastirdiklarinda viicut
agirliginda bir farklilik olmadigini bildirmiglerdir [139]. Bu ¢alismada da viicut agirliginda

gruplar arasi fark goriilmemistir.

Park ve arkadaslar1 (2021) 24 saat APAP uygulayarak yaptiklar1 bir ¢alismada, kontrol
grubuna goére APAP verilen grubun viicut agirhigmnin degismedigini ancak karaciger
agirhginda azalma oldugunu gostermislerdir [140]. Yapilan calismalarda, karaciger
agirliginin ilk 6 saatte artabilecegi, 24. saate gelindiginde ise agirliklarda diisiis olabilecegi
belirtilmistir. Buna sebep olarak, konjesyonun nekrozdan daha erken bir evrede goriilmesi

sonucu eritrositlerin birikimi ile birlikte karaciger agirliginda ilk asamada bir artig oldugu
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ancak ilerleyen siiregte hepatositlerdeki nekroz ve lizisin yani sira seruma yiiksek oranda

ALT ve AST kagis1 sebebi ile organ agirliginda diisiis goriilebilecegi belirtilmistir [123].

Bu ¢alismada, gruplar hayvan agirliklar1 ve karaciger agirligi/viicut agirligi orani agisindan
degerlendirildiginde gruplar arasi bir fark goriilmedi. Karaciger agirligi/viicut agirlig
oraninda bir diigiis goriillmemesine sebep olarak seruma yiiksek oranda ALT ve AST kagisi

olmamasi diisiiniildii.

Calismalar akut hepatoselliiler hasarin karacigerde nekroz ile sonuglandigini géstermektedir.
Hasarin siddetine gore tek bir hepatositte (noktasal nekroz) veya bir grup hepatositte (yaygin
nekroz) nekroz goriilebilir. Asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda goriillen en
karakteristik histopatoloji ise zonal nekrozdur [141]. Yiiksek doz APAP uygulamasi sonrasi
karacigerde goriilen ilk morfolojik degisikliklerden biri; v. centralis ¢evresinde (3. zonda)
sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerde vakuolizasyon, glikojen kaybi, eozinofilik
dejenerasyon ile birlikte piknotik nukleus varliginin gézlendigi nekrozdur [142,143]. Bu
calismada da APAP verilen gruba ait karaciger dokulari incelendiginde sentrilobiiler
alandaki hepatositlerde nekroz, vakuoler olusumlar, piknotik ¢ekirdekli, koyu eozinofilik
boyanan ve poligonal sekillerini kaybetmis dejeneratif hepatositlerin varligr goriilmiistiir.
APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra borik asit uygulanan gruplarin her ikisinde de kontrol
grubuna gore fazla, APAP verilen gruba gore ise daha sinirli bir alanda sentrilobiiler nekroz,
daha az vakuoler olusumlar ve piknotik ¢ekirdekli eozinofilik boyanan dejeneratif
hepatositler goriilmiistiir. Borik asit uygulanan gruplardan APAP verildikten 1 saat sonra
borik asit uygulanan grupta nekrozun ve dejeneratif hepatosit varliginin daha az oldugu
goriildii. Bu histopatolojik goriiniimler bakimindan farkli zamanlarda borik asit uygulanan

gruplar arasinda ise anlaml1 farklilik olmadig: goriildii.

Blazka ve arkadaslar1 (1996) APAP kaynakl karaciger hasarinda TNF-o ve IL1p etkisini
arastirmistir. Bu amagla APAP verilen gruplara anti-TNF-a ve anti-IL1p uygulamislardir.
APAP verilen gruplarda kontrol grubuna gore sentrilobiiler nekroz, konjesyon ve hemoraji
varlig1 goriilmiistiir. Anti-TNF-a ve anti-IL1f verilen gruplarda ise APAP verilen gruba gore
sentrilobiiler nekroz, konjesyon ve hemoraji azalmistir. Bu ¢aligmada inflamasyonun APAP
kaynakli karaciger hasarimi etkiledigi gosterilmistir [142]. Bu ¢alismada da inflamatuar
hiicre infiltrasyonu incelendiginde diger gruplara gére APAP verilen grupta daha yiiksek

oranda infiltrasyon oldugu goriildii. APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra borik asit
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uygulanan gruplarin her ikisinde de APAP verilen gruba gore infiltrasyonda azalma oldugu
goriiliirken, bu iki grup birbiri ile karsilastirildiginda ise APAP verildikten 8 saat sonra borik
asit uygulanan grupta inflamatuar hiicre infiltrasyonundaki azalmanin daha fazla oldugu

dikkati ¢ekti.

Asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda nekroz ilk sentrilobiiler alanda ortaya ¢ikar. Bu
alandaki hiicrelerde eozinofilik dejenerasyonla birlikte vakuolizasyon ve piknotik ¢ekirdek
goriiliir. Yiksek doz APAP’a etkin kalma durumunda konjesyon ve polimorfoniikleer
16kosit infiltrasyonu da goriiliir [123,142-144]. Yapilan ¢alismalar APAP toksisitesinin hem
hepatosit hem de karaciger siniizoid endotel hiicreleri lizerinde hasara sebep oldugunu
belirtmektedir [145]. Toksisite sebebiyle hepatik dolasimin bozulmasi ve konjesyonun temel
sebebi siniizoid endotel hiicrelerinde porlarin olusmasi ve Disse araliginda eritrosit
birikiminin olmasi seklinde bildirilmistir [144]. Siniizoid endotel hiicrelerinin hepatosit
proliferasyonunu desteklemenin yani sira fonksiyonel vaskiiler yapiy1 yeniden diizenleyerek
karaciger rejenerasyonunda rol aldigi farkli karaciger hasar modellerinde gosterilmistir
[146-148]. APAP kaynakli karaciger hasarinin iyilesme siireci; hepatik vaskiilarizasyonun
yeniden yapilandirilmasi, hepatosit proliferasyonu, nekrotik dokunun uzaklastirilmasi ve

yenilenmesi seklinde ger¢eklesmektedir [83].

Giil ve arkadaslar1 (2012) 24 saat APAP verilerek olusturulan karaciger hasarinda APAP
verildikten 1 saat sonra yapilan ozon uygulamasinin etkilerini arastirmiglardir. Caligma
sonucunda APAP verilen grupta belirgin olarak nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
siniizoidal dilatasyon ve hemoraji varligi gdsterilmis, ozon verilen grupta ise bu patolojilerin

azaldig1 belirtilmistir [149].

Bu c¢alismada da, APAP verilen grupta sentrilobiiler nekroz, siniizoidlerde dilatasyon,
konjesyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hemoraji nedeniyle karaciger parankim
yapisinin ileri derecede bozuldugu dikkati ¢ekti. APAP verildikten 1 saat ve 8 saat sonra
borik asit uygulanan gruplarda bu patolojilerin APAP uygulanan gruba goére azaldigi,
karaciger parankim yapisinin daha iyi korundugu ancak yer yer inflamasyonun,
konjesyonun, piknotik ¢ekirdekli daha eozinofilik boyanan hepatositlerin varliginin devam

ettigi gorildii.
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Lim ve arkadaslari (1995) karacigerdeki APAP kaynakli damar hasarini incelemek amaci ile
farkli siirelerde APAP uygulanan gruplarda akrilik resin ile mikrovaskiiler kast teknigi
uygulanarak elde ettikleri damar modelini taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelemislerdir. Elde ettikleri sonuclarda periportal alandaki damarlarda kontrol grubu ile
benzer yapi1 goriiliitken 36 saat APAP verilen grupta sentrilobiiler alanda bosluklar
izlemislerdir. Bu bosluklarin HE ile izlenen sentrilobiiler nekroz ile uyumlu oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica sentrilobiiler alandaki bosluklarin 8 saat APAP uygulanan grupta
goriilmeye baslamasi damar hasarlanmasinin erken donemde gerceklestigini gostermistir.
APAP uygulanan siirenin artmasi ile sentrilobiiler alanda bosluklarin artmasinin sebebi
olarak, dokiim malzemesinin siniizoidlerde hapsolup katilasamamasi sonucu oldugu ve
bunun o alanda meydana gelen siniizoidal dilatasyon, konjesyon ve mikrosirkiiler hasardan

kaynakli olabilecegi belirtilmistir [150].

Bu calismada da APAP grubunda sentrilobiiler alanda kontrol grubuna gore artan, borik asit
verilen gruplarda ise APAP grubuna goére azalan konjesyon, dilatasyon ve hemoraji varligi

gOrilmistiir.

APAP kaynakli akut karaciger hasari tizerine alfa lipoik asitin etkilerinin incelendigi bir
calismada APAP verilen grupta sentrilobiiler nekroz, vakuoler dejenerasyon ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonu varligi ifade edilmistir. Ayrica APAP grubunda, PAS boyamasi ile azalan
glikojen igerigi ve civa bromofenol mavisi boyamasi ile de azalan protein igerigi
gosterilmigtir. APAP verilmeden 1 saat 6nce alfa lipoik asit uygulanan gruplarda nekroz ve
inflamasyon varligt APAP grubuna gore azalirken bu grupta hepatositlerde vakuoler
olusumlarin, azalmis glikojen ve protein igeriginin goriilmeye devam ettigi bildirilmistir

[151].

Bu calismada da benzer sekilde HE boyamasi sonucunda en yiiksek seviyede nekrozun,
vakuoler olusumlarin ve inflamatuar hiicre infiltrasyonun ve ayrica PAS boyamasi
sonucunda da en az glikojen iceriginin APAP verilen grupta oldugu gozlendi. Borik asit
verilen gruplarda bu patolojilerde azalma goriiliirken glikojen iceriginde de artis oldugu

belirlendi.

Hinson ve arkadaglari (1983) yiiksek doz APAP uygulamasinin karacigerde glikojen icerigi

tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla farkli siirelerde APAP’a etkin birakilan
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gruplarda zaman gectikge glikojen igerik kaybinin arttigini gostermislerdir. Yapilan PAS
boyamasi sonucunda sentrilobiiler alandaki hepatositlerde belirgin bir glikojen kayb1
goriiliirken periportal alanlarda PAS pozitif hiicrelerin bulundugunu belirtmislerdir.
Glikojen kaybinin APAP toksisitesinin ortaya ¢ikmasinda 6dnemli olan GSH ile iligkisini
incelediklerinde glikojene gore kaybiin daha erken evrede basladigini gostermislerdir.
Ayrica APAP ile NAC uygulanan grupta kontrol grubu ile benzer glikojen miktari oldugu
ve NAC uygulamasinin glikojen kaybini engelledigini belirtmislerdir [152].

Bu ¢alismada da, PAS ile boyanmis preparatlar degerlendirildiginde sonuglarin literatiir ile
uyumlu olarak, APAP uygulanan grupta kontrol grubuna gore glikojen igeriginin
sentrilobiiler alanda azaldig1 ve APAP verildikten 1 ve 8 saat sonra borik asit uygulanan
gruplarin her ikisinde de APAP verilen gruba gore glikojen kaybinin sentrilobiiler alanda

siirl bir bolgede kalacak sekilde azaldig: goriildii.

Ayrica Hinson ve arkadaslart (1983) yaptiklari ¢alismada kontrol grubundaki bazi
hayvanlarda da glikojen kaybi goriildiigi ancak bu kaybin oldugu hepatositlerin APAP
grubundaki gibi sentrilobiiler alanda sinirli olarak degil, dokuda genel bir yayilim gostererek
diffiiz bir azalma seklinde izlendigini belirtmislerdir [152]. Bu ¢alismada da borik asit
uygulanan grupta PAS (+) hiicrelerde bir azalma oldugu ancak bunun APAP grubu gibi
belirli bir alanda olmay1p diffiiz bir yayilim gosterdigi goriildii.

Ozetle, bu calismada da daha dnceki ¢alismalarla uyumlu olarak yiiksek doz APAP verilen
gruba ait karaciger dokulari incelendiginde, sentrilobiiler alandaki hepatositlerde nekroz,
vakuoler olusumlar, piknotik ¢ekirdekli koyu eozinofilik boyanan ve poligonal sekillerini
kaybetmis dejeneratif hepatositler, vaskiiler konjesyon ve endotel tabakasi biitiinligiinde
bozulma, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve siniizoidal dilatasyon varligi goriildii.
Bu patolojiler goz dniine alinarak yapilan histopatolojik skorlamalarin toplami1 hepatik hasar
olarak degerlendirildi. APAP verildikten sonra farkli saatlerde borik asit uygulanan gruplarin
her ikisinde de hepatik hasarin azaldig1 ancak bazi alanlarda inflamasyonun, konjesyonun
ve daha eozinofilik boyanan dejeneratif hepatosit varliginin devam ettigi goriildii. APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit verilen ve APAP verildikten 8 saat sonra borik asit verilen
gruplar karsilastirildiginda, benzer hepatik hasar skoruna sahip olduklar1 ancak farkl
patolojilerin goriilme siddetinde farkliliklar oldugu dikkati ¢ekti. Sentrilobiiler alandaki
hepatositlerde en yaygin nekroz APAP verilen grupta goriildi. APAP verildikten 1 saat ve
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8 saat sonra borik asit uygulanan gruplarin her ikisinde de hepatosit nekrozunda, APAP
verilen grup ile karsilastirildiklarinda azalma oldugu goriilirken bu gruplardan APAP
verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta sentrilobiiler nekrozdaki azalmanin daha
fazla oldugu goriildi. Histopatolojik degerlendirmeler analiz edildiginde APAP verildikten
1 saat sonra ve 8 saat sonra borik asit uygulanan iki grup arasinda anlamli bir farklilik
goriilmedi. Ayrica bu c¢alismada, PAS ile boyanmis preparatlar degerlendirildiginde,
sonuglarin literatiir ile uyumlu olarak, APAP uygulanan grupta kontrol grubuna gore
glikojen igeriginin sentrilobiiler alanda azaldig1 ve APAP verildikten 1 ve 8 saat sonra borik
asit uygulanan gruplarin her ikisinde de APAP verilen gruba gore glikojen kaybinin
sentrilobiiler alanda sinirl bir bolgede kalacak sekilde azaldigi goriildi. PAS boyanma
sonuglar1 HE boyanma sonuglari ile karsilastirildiginda hepatositlerde goriilen sentrilobiiler
nekrozun ve glikojen kaybmnin birbirleri ile uyumlu alanlarda oldugu dikkati gekti.
Periferdeki PAS pozitif boyanan hepatositlerin borik asit uygulamasi sonucu artan saglikli
hepatositlere karsilik geldigi diisilintildii. Borik asit uygulanan grupta ise diffiiz bir alanda
hem PAS (+) hem de PAS (-) hepatositlerin varligi goriilirken kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu bakimdan anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii.

Karaciger hiicreleri arasindan toksik maddeye ilk etkin kalan hiicreler siniizoid endotel
hiicreleridir [82]. Yiiksek doz APAP varliginda siniizoid endotel hiicrelerinde porlar olusur,
bu sebeple Disse araligina eritrosit birikimi baslar ve siniizoid limeni kollabe olur. Bu
stirecin sonucunda vaskiilarizasyon bozulur, hepatik dolagim hasarlanir ve dokuda hipoksi

ortaya ¢ikar [144].

Wang ve arkadaslarinin (2020) yaptig1 bir ¢alismada, farelere verilen yiiksek doz APAP
sonrasinda bir grup fare 2. saatte sakrifiye edilirken diger grubun sakrifikasyonu 12. saatte
yapilmistir. HE boyama sonuglarina gore, ilk siniizoidal konjesyon varligi APAP
uygulamasindan 2 saat sonra hepatosit hasari1 belirginlesmeden goriilmistiir. Elektron
mikroskobu sonuglarinda ise 2. saat grubunda endotel hiicrelerinde sisme goriiliirken 12. saat
grubunda bu hiicrelerdeki hasarin belirgin bir sekilde siddetlendigi gosterilmistir. APAP
uygulamasi sonrasi olusan hasarin molekiiler mekanizmasini anlamak amaci ile in vivo ve
in vitro orneklerde yapilan kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) analizlerinde
hiicrelerarasi adezyon molekiilii (ICAM1) ve VEGF-A ifadelerinin arttigi ve boylece
APAP’1n I6kosit birikimi ve endotel hiicre hasarina sebep oldugu sonucuna varilmistir. Ayni

calismada dokudaki oksijen seviyesine bakildiginda kontrol grubuna gére APAP uygulanan
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gruplarda diisiis oldugu ve bu diigiisiin 12. saat grubunda daha fazla oldugu belirtilmistir.
Ayrica mikrovaskiiler perfiizyonun bozuldugu ve karacigerdeki kan akig hizinin APAP
verilmesinden sonra azaldigi gosterilmistir. Sonug olarak, APAP hepatotoksisitesinde
karaciger siniizoid endotel hiicrelerinde ve mikrosirkiilasyonda hasarin erken evrede ortaya
ciktigr belirtilmistir [153]. Bu calismada da, en yiliksek oranda vaskiiler konjesyon,
siniizoidal dilatasyon ve hemoraji APAP verilen grupta goriildii. APAP verildikten 1 saat ve
8 saat sonra borik asit uygulanan gruplarda vaskiiler konjesyon ve hemorajinin azaldigi

ancak siniizoidal dilatasyonun devam ettigi goriildii.

Rejenerasyon siireci parankimal ve parankimal olmayan hiicrelerin beraber rol aldigi bir
siirectir. Bu siirecte karaciger siniizoid endotel hiicreleri hem neovaskiilarizasyonu hem de
HGF salgilayarak rejenerasyonu destekler. VEGF, hepatosit ve siniizoid endotel hiicre
proliferasyonunu destekleyen bir diizenleyici protein ve biiyiime faktoriidiir. Bu baglamda
hepatositler VEGF salgilayarak siniizoid endotel hiicrelerinin proliferasyonunu arttirir ve
yeni damar olusumu ile vaskiiler hasarin azalmasini saglar. Ayrica VEGF siniizoid endotel
hiicrelerinden HGF salinimini indiikler. Bunun sonucunda endotel hiicreleri hepatosit
proliferasyonunu destekleyerek rejenerasyona katilir [72,82]. Yeni damar olusumu hasarl
karacigerdeki vaskiiler perfiizyonu iyilestirerek v. porta ile gelen besinden zengin kanin daha
1yl dagilmas1 ve metabolik artiklarin daha hizli uzaklastirilmasini saglayarak rejenerasyona

ve boylece karaciger fonksiyonlarinin iyilesmesine katkida bulunur [146].

Deneysel olarak olusturulan farkli hepatik hasar modellerinde VEGF-A ifadesinin arttigi
gosterilmigtir [154-156]. Donahower ve arkadaglari, anjiyogenez siirecinde 6nemli rol
oynayan VEGF-A’nin yiiksek doz APAP kaynakli karaciger hasarindaki rejenerasyona
etkisini arastirmiglardir. Calismada APAP uygulandiktan sonra farkli siirelerde sakrifiye
edilen gruplar ile hasar olusum ve rejenerasyon siireglerinde VEGF-A ifadesindeki
degisiklikleri incelediklerinde, VEGF-A ifadesinin ilk anlaml yiikselme gosterdigi grubun
APAP uygulandiktan 8 saat sonra sakrifiye olan grup, en yiiksek VEGF-A ifadesinin
goriildigii grubun ise APAP uygulandiktan 24 saat sonra sakrifiye edilen grup oldugunu
belirlemiglerdir. VEGF-A reseptor (1, 2 ve 3) ifadelerinde de APAP uygulandiktan sonra
farkli siirelerde artis oldugu gosterilmistir [96]. Bu ¢alismada da, APAP kaynakli karaciger
hasarinda borik asitin vaskiilarizasyon ve rejenerasyon tizerindeki etkisini incelemek amaci
ile VEGF-A ifadesi immiinohistokimyasal boyama yontemiyle incelendi. VEGF-A

ifadesinin, kontrol grubuna gére APAP uygulanan grupta literatiir ile uyumlu olarak arttigi
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goriildii. Gruplar arasinda en yiiksek VEGF-A ifadesinin ise APAP verildikten 1 saat sonra
borik asit uygulanan grupta oldugu goriildi. APAP verildikten 8 saat sonra borik asit
uygulanan grupta ise VEGF-A ifadesinin kontrol grubuna gore arttig1 ancak bu artisin 1 saat
sonra borik asit verilen gruptaki kadar yiiksek olmadig1 belirlendi. APAP verilen gruplarin
timiinde kontrol grubuna gore VEGF-A ifadesinde artis bulunurken bu gruplar birbiri ile

karsilastirildiginda ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi.

Donahower ve arkadaslarinin (2006) ¢alismasinin devaminda VEGF reseptor inhibitorii
uygulanan grupta APAP uygulanan gruba gére PCNA, CD31 ve eNOS ifadelerinde azalma
oldugu belirlenmis ve VEGF sinyal yolagmin rejenerasyon siirecinde yer aldigi ve
baskilanmasimin bu siireci geciktirebilecegi ifade edilmistir [96]. Donahower ve
arkadaslarinin (2010) yaptig1 baska bir ¢alismada ise farelere APAP ve insan rekombinant
VEGF (hrVEGF) uygulamasi yapildiginda, APAP verilen gruba goére ALT seviyesi ve
nekrozda azalma goriiliirken PCNA (+) hiicre yilizdesinde artis oldugu gosterilmistir [157].
Her iki calisma da VEGF sinyal yolaginin karaciger rejenerasyonunu destekleyici etkisi
oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada da APAP verildikten sonra borik asit uygulanan
gruplarda ve APAP uygulanan grupta kontrol grubuna goére VEGF-A ifadesinde artis
goriildii. APAP grubuna gore APAP verildikten 1 saat sonra borik asit uygulanan grupta
VEGF-A ifadesinde hafif bir artis oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli
olmadig: goriildii. Borik asit uygulanan grupta ise kontrol grubuna gére VEGF-A ifadesinde
arttg gortliirken istatistiksel anlamlilik bulunmadi. Bu sonuglara gére APAP verildikten

sonra borik asit uygulamasinin rejenerasyona katki saglamis olabilecegi diisiiniildii.

Papastefanou ve arkadaslar1 (2007) farkli siirelerde APAP uygulanan si¢anlardaki VEGF
ifadesinin hasarlanma ve rejenerasyon siirecindeki degisimlerini incelemislerdir. Bu amagla
APAP uygulamasindan sonra 12 -288 saat araliklarin belirli siirelerde gruplar sakrifiye
edilerek incelenmistir. Tek doz olacak sekilde 3,5 g/kg APAP uygulanan gruplarda VEGF
immiinoreaktivitesi en yiiksek gruplarin 24 saat, 72 saat ve 240 saat APAP uygulanan
gruplar oldugu gosterilmistir. Immiinoreaktivite degerlendirmeleri yapilirken sentrilobiiler
alandaki nekroz varligindan otlirii ayr1 ayri perisantral ve periportal alanlar
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda bu alanlara bakildiginda perisantral alanda daha
yuksek VEGF immiinoreaktivitesi oldugu goriilirken 24 ve 36 saat APAP uygulanan
gruplarda periportal alandaki immiinoreaktivite daha fazla bulunmustur. Ancak 12, 48 ve 72

saat APAP uygulanan gruplarda perisantral alandaki VEGF immiinoreaktivitesinin daha
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fazla oldugu belirtilmistir [117]. Bu ¢alismada da periportal ve sentrilobiiler alanlardaki
VEGF-A immiinoreaktivitesi ayr1 ayr1 degerlendirildiginde tiim gruplarda sentrilobiiler
alandaki immiinoreaktivitenin daha fazla oldugu goriildii. Bunun sebebinin ise rejenerasyon
stirecinde VEGF-A ifadesinde genel olarak kontrol grubuna gdre bir artis olmasina ragmen
sentrilobiiler ve periportal alanlardaki degisimin zamanla farklilik gosterebilecegi

distinildii.

Karaciger rejenerasyon kapasitesi yliksek bir organdir. Bu 6zelliginden o6tiirii hasarlanma
sonrasi gerek yapisal gerekse islevsel iyilesme goriiliir. Bu iyilesme siireci rejenerasyonun
yogun olarak gergeklestigi yolaklara bagli olarak hepatositler veya karacigerde bulunan
progenitor hiicreler ile gerceklesir [12,76]. Hasarin siddetine ve sekline gore rejenerasyon
sagliklt hepatositlerin proliferasyonu ve progenitor hiicrelerden farklilasma seklinde
gerceklesebilir. Ornegin, parsiyel hepatektomi modelinde rejenerasyon genellikle hepatosit
proliferasyonu {izerinden gergeklesir. Bunun sebebi ise rejenerasyon siirecine progenitor
hiicre farklanmasinin katilmasi i¢in ¢ok sayida hepatositin hasarlanmasi ve proliferasyon ile
iyilesmenin saglanacagi saglikli hepatosit sayisinin yetersiz kalmasi olarak diisiiniilebilir
[158]. Rejenerasyonun gergeklesmesi olusan hasarin siddetine bagl oldugu igin bazi
caligmalar bu siirece progenitdr hiicre katiliminin ¢ok az oldugunu veya hig hi¢ olmadigini
belirtirken bazi calismalar ise Onemli katkilar1 oldugunu gosterebilmektedir [159].
Karacigerde progenitor hiicreler genellikle periportal alanda bulunurak rejenerasyona katki
saglar. ALB, AFP, sitokeratin 8 ve 18 ifadeleri bu hiicreler igin belirteg olarak kabul edilir
[160,161]. Bu ¢alismada da AFP, APAP kaynakli karaciger hasarinda borik asitin
rejenerasyon iizerine etkisini degerlendirmek i¢in kullanilan belirteclerden biridir. AFP
varlig1 serum Orneklerinde de degerlendirilen bir belirtectir. Kakisaka ve arkadaslarmin
(2015) yaptig1 saglikli donorlerin ve akut karaciger hasar1 goriilen kisilerin yer aldigr bir
calismada, serum AFP seviyesi ile karacigerdeki progenitor hiicre miktari (sitokeratin-7 (+))
arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmis ve serum AFP’nin progenitor hiicre artisinin
bir belirteci olabilecegi disiiniilmistir [162] Kayano ve arkadaslarinin (1992) yaptigi
calismada ise karaciger yetmezligi olan hastalardan alinan orneklerde hayatta kalanlar ile
olimii gerceklesenler karsilastirildiginda plazma AFP degerleri ile PCNA pozitifligi
arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir [163]

Karaciger progenitor hiicreleri, Hering kanalinda bulunan ve hem hepatositlere hem de

kolanjiyositlere farklilasabilme yetenegine sahip hiicrelerdir. Ayrica, bu hiicrelerin AFP
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ifade ettigi bilinmektedir [164,165]. Kuhlmann ve arkadaslart (1979) yaptiklar1 bir
calismada saglikli farelerin karacigerlerindeki erigkin hepatositlerde de AFP ifadesinin
varligin1 ve bu ifadenin sitoplazmik oldugunu immiinohistokimyasal boyama yontemi ile
gostermisglerdir [166]. Yapilan bir calismada farelerde CCla uygulamasinin 2. giiniinde AFP
(+) hiicreler portal ve periportal alanlarda goriilmiistiir. En giiglii immiin reaktivitenin 3. ve
4. giin nekrotik bolgeye komsu, hasar gormemis hepatositlerde oldugu belirtilmistir [161].
Bu calismada da APAP kaynakli karaciger hasarinda borik asitin rejenerasyon iizerindeki
etkisini incelemek amact ile AFP ifadesi immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek immiinoreaktivitenin APAP verildikten 8
saat sonra borik asit uygulanan grupta oldugu goriildii ancak istatistiksel bir anlamlilik
bulunmadi. APAP verildikten sonra borik asit uygulanan gruplarda diger gruplara gore artis
goriilmesinin ancak anlamli farklilik bulunmamasinin sebebi olarak APAP verilmesi
tizerinden 24 saat gectigi icin heniiz progenitor hiicre farklanmasi olmadigi ve AFP artiginin
goriilmesi icin bu siirenin yetersiz gelmis olabilecegi diisiiniildi. Kuhlmann ve
arkadaglarmm (2006) yaptigi c¢alismada da AFP immiinoreaktivitesinin hasarlanmadan
sonraki 2. giinde baslayarak 3 ve 4. giinlerde en yiiksek immiinoreaktiviteye ulastigi

gosterilmistir [161].

Farkli karaciger hasarlanmalarinda rejenerasyonu degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismalarda
bir proliferasyon belirteci olan PCNA kullanilmustir [118,167,168]. PCNA, APAP kaynakl
karaciger hasar1 ile ilgili ¢aligmalarda da en yaygin kullanilan proliferasyon belirte¢lerinden
biridir [169-172]. Bhushan ve arkadagslar1 (2014) APAP kaynakli karaciger hasari ile ilgili
rejenerasyon konusunda yapilacak arastirmalar i¢in uygun bir model olusturmak amaci ile
farkli APAP dozlar1 ve siireleri uygulanan deney gruplarini karsilastirmislardir. Yiiksek ve
diisiik dozda APAP uyguladiklar1 gruplarda 24. saatte, APAP kaynakli hasarin en 6nemli
gostergesi olan sentrilobiiler nekroz agisindan bir farklilik olmadigini belirlemislerdir.
Ancak, 48, 72 ve 96. saate kadar devam eden siireler incelendiginde, diisiik doz gruplarinda
sentrilobiiler nekrozun 48. saatte azalmaya basladigi, 72 ve 96. saatlerde nekrozun neredeyse
tamamen iyilestigi ve ALT degerlerinin normal seviyeye dondiigli goriilmiistiir. Yiiksek doz
gruplarinda hasar 96. saate kadar devam etmis ve iyilesme gorilmemistir. PCNA (+)
hiicreler sayildiginda diisiik doz grubunda en yiiksek pozitif hiicre sayis1i 12. saatte ve
sonrasinda goriiliirken, yiiksek doz gruplarinda PCNA (+) hiicrelerin ancak 24. saatten sonra
artmaya basladigi belirtilmistir. Ayrica hiicre siklusunu (siklin D1, p21 ve p27) ve
proliferasyonda yer alan sinyal yolaklarin1 (ERK, JNK, p38) incelediklerinde diisiik doz
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APAP uygulanan gruplarda yiiksek doz uygulanan gruplara gore hiicre bdliinmesinin daha
erken zamanda ve daha fazla oranda oldugunu gostermiglerdir. Tiim bunlarin sonucunda
yiiksek doz APAP uygulamasinin rejenerasyonu olumsuz etkileyerek erteleyebilecegini
belirtmislerdir [97]

Yapilan bir ¢aligmada, antioksidan etkisi oldugu bilinen resveratrolin APAP kaynakli
karaciger hasar1 lizerine etkisi aragtirilmistir. Bu calismada resveratroliin CYP450 enzim
aktivitelerini baskiladig1 ve ayn1 zamanda hiicre boliinmesi ile ilsikili proteinlerden SIRT,
siklin D1, CDK4 ve PCNA ifadelerini arttirarak rejenerasyonu sagladigini gostermislerdir
[15]. Bu c¢alismada da APAP kaynakli karaciger hasarinda borik asitin rejenerasyon
tizerindeki etkisini hepatosit proliferasyonuyla degerlendirmek amaci ile PCNA ifadesi
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile degerlendirildi. Elde edilen goriintiilerde belirgin
kahverengi tutulumu ile ayirt edilen hiicre ¢ekirdekleri pozitif olarak sayildi ve toplam hiicre
sayist ile ylizde hesaplamast yapildi. Gruplardaki PCNA (+) hiicre ¢ekirdekleri
degerlendirildiginde, tek basina borik asit uygulanan grubun disinda tiim gruplarda kontrol
grubuna gére PCNA (+) hiicre sayisinda artis oldugu goriildii. Ayrica APAP sonrasi borik
asit verilen gruplar APAP grubu ile karsilastirildiginda PCNA (+) hiicre ¢ekirdeklerinin bu
gruplarda daha fazla sayida oldugu dikkati ¢ekti. Elde edilen bu sonuglarla borik asitin
APAP kaynakl karaciger hasarinda hiicre proliferasyonunu arttirarak rejenerasyona katki

saglamis olabilecegi diisiiniildii.

Asetaminofen kaynakli karaciger hasarmin arastirlldigni g¢alismalarda morfometrik
degerlendirmelerin yani sira karaciger fonksiyonlarini gosteren serumdaki ALT, AST, ALP,
GGT ve total bilirubin analizleri de incelenmektedir. ALT ve AST hepatosit sitoplazmasinda
ve mitokondisinde bulunur. Yiiksek doz APAP kaynakli karaciger hasar1 sebebi ile serumda
ALT ve AST seviyeleri yiikselir [123,173]. ALT, AST’ye gore karacigere daha spesifik bir
belirtectir. AST ise bobrekte, iskelet kasinda, karacigerde ve yliksek miktarda kalpte bulunur
[174,175].

Yiiksek antioksidan kapasitesi, anti-inflamatuar ve antikarsinojenik ozellikleri olan
kurkuminin APAP kaynakli karaciger hasari f{izerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, farkli zamanlarda ve miktarlarda uygulanan kurkumin ve NAC’m, APAP
uygulanan gruba gore AST, ALT, katalaz ve MDA seviyelerini diisiiriirken glutatyon

peroksidaz seviyesini ise arttirdigi bulunmustur. Yapilan histopatolojik degerlendirmede de



104

biyokimyasal analizleri destekleyen sonuglar oldugu belirtilmistir [113]. Janbaz ve
arkadaglarinin (2004) yaptig1 bir ¢alismada antioksidan 6zellikleri olan kersetin ve kafeik
asitin APAP kaynakli karaciger hasarina etkileri incelenmis ve bu maddelerin ALT ve AST
degerlerini diistirdiigii gosterilmistir [176]. Bu ¢alismada karaciger fonksiyonlarini gosteren
biyokimyasal testlerin sonuclarinda, APAP verilen grupta ALT degerinin kontrol grubuna
gore arttigt ve diger gruplarda ise APAP verilen gruba gore azaldigi gorildi. AST
sonuglarinda ise gruplar aras1 anlamli farklilik olmadigi belirlendi. Literatiirdeki aragtirmalar
APAP kaynakli karacier hasarinda goriilen nekrozun siddeti ile ALT ve AST seviyeleri
arasinda her zaman korelasyon goriilemeyebilecegine, bu sebeple sonuglarin morfolojik
acidan da degerlendirilmeleri gerektigine dikkat cekmistir. Ayrica APAP hasarindan sonraki
tyilesme stirecinde ALT ve AST degerleri ile nekroz arasinda bu belirteclerin yar1 6miirleri
sebebiyle uyumsuzluk olabilecegi ifade edilmistir [97]. Ila¢c kaynakli karaciger hasari
goriilen hastalarin bazilarinda biyokimyasal belirteglerde ¢ok az yiikselme goriildiigli halde,

histolojik diizeyde siddetli hasarin meydana gelebildigi bildirilmistir [174]

Serumdaki ALP seviyesi kolestatik hastaliklarda biliyer epitel hiicrelerinin veya kanalikiil
membraninin hasarlandig1 durumlarda ytikselir. Ayrica serumdaki ALP karacigerin yani sira
kemiklerden de kaynaklanir. GGT, hepatositlerde ve biliyer epitel hiicrelerinde bulunan
mikrozomal bir enzimdir. Total bilirubin serumda bulunan ve karaciger fonksiyonunu ALT,
AST ve ALP’den daha iyi yansitan bir belirtegtir. Karaciger hasarinda bilirubinin yeterli
miktarda metabolize edilememesi sebebi ile serumdaki bilirubin miktart yiikselir ve organin

islevlerinde sorunlar oldugu anlasilir [175,177,178].

APAP kaynakli karaciger hasar1 olusturulan bir caligmada antioksidan etkisi olan silmarinin
etkisi incelenmis, APAP ve silmarin uygulanan grupta APAP uygulanan gruba gére ALP ve
GGT seviyelerinde diisiis goriiliirken glikojen miktarinda artis oldugu belirtilmistir [179].

Bu ¢alismada da, APAP verilen grupta GGT degerinde artis goriilirken APAP verildikten
sonra borik asit uygulanan gruplarda azalma oldugu goriildii. ALP degerlerinde ise gruplar
arasinda benzer degerler oldugu belirlendi. ALP diizeyinde gruplar arasi fark
goriilmemesinin sebebi olarak ¢alismamizda biliyer epitelde hasarlanmaya sebep olacak

kadar periportal alana yayilan siddetli bir hasar olmamasi diigiiniildii.
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Cengiz ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada borik asitin kemoterap6tik bir ajan
olan siklofosfamit kaynakli karaciger hasar1 {izerine etkilerini arastirmislardir.
Calismalarinda si¢anlara 6 giin boyunca 200 mg/kg miktarinda borik asit uygulamislar ve 4.
giin siklofosfamit vermislerdir. Karaciger fonksiyonlarin1 incelemek amaci ile yaptiklari
analizlerde siklofosfamit dncesi borik asit uygulamasinin, sadece siklofosfamit uygulanan
gruba gore ALT, AST, ALP seviyelerini ve oksidatif stres indeksini diisiirdiigti gosterilmistir
[25].

Coban ve Kuru (2019) APAP kaynakli karaciger hasarinda borik asitin oksidatif stres
tizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Bunun igin karaciger hasarinda 50 mg/kg, 100 mg/kg
ve 200 mg/kg borik asit uygulamalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglarda APAP grubunda
artan ALT, AST ve oksidatif stres indeksi goriiliirken, borik asit uygulanan gruplarda tiim
doz gruplarinda ALT, AST ve oksidatif stres indeksi degerlerinde azalma oldugu
goriilmistiir [180].

Bu calismada da APAP ile olusturulan karaciger hasarinda borik asitin karaciger
fonksiyonlar1 iizerindeki etkisi biyokimyasal analizler ile degerlendirildiginde, APAP
uygulanan grupta ALT, total bilirubin ve GGT degerinin yiikseldigi APAP verildikten sonra
borik asit uygulanan gruplarda ise bu degerlerde azalma oldugu goriildi. Gruplarin ALP ve

glukoz degerlerinde ise anlaml bir degisiklik bulumadi.
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6. SONUC VE ONERILER

Asetaminofen, analjezik ve antipiretik olarak kullanilan, regetesiz ve diisiik maliyetli olmasi
nedeliyle de ulasilabilirligi kolay bir ilagtir. Bu sebeple yiiksek doza etkin kalma ve
sonucunda karaciger hasar1 goriilme oran1 en yliksek ilaglardan biridir. APAP toksisitesinde
kullanilan NAC tedavisinde olusabilecek kusma ve anafilaksi gibi olasi etkiler g6z 6niinde

bulundurularak, NAC’a alternatif olabilecek maddeler aranmaktadir.

Diinyanin en onemli bor rezervlerinin bulundugu iilkemizde bu dogal zenginligin
degerlendirilmesi amaciyla bir¢cok calisma yapilmaktadir. Son ¢alismalar borik asitin anti-
inflamatuar ve antioksidan etkisi ile farkli patolojik modellerde olusan hasari

azaltabilecegini gdstermistir.

Bu calismada, asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda borik asitin vaskiilarizasyon ve
rejenerasyon lizerine etkisi arastirilmistir. Borik asitin hasar olusumu siirecinde farkl
zamanlardaki etkileri de karsilastirilmistir. Elde edilen sonuclarda asetaminofen
uygulamasiyla olusan karaciger hasarinin borik asit etkisiyle azaldigr gorilmiistiir.
Histopatolojik degerlendirmeler asetaminofen kaynakli sentrilobiiler nekrozun ve glikojen
kaybinin borik asit uygulanan her iki grupta da azaldigin1 gostermistir. Vaskiilarizasyon ve
rejenerasyonun degerlendirilmesi amaci ile incelenen VEGF-A ve PCNA ifadesinde goriilen
artis asetaminofen grubunda da goriilmiis ancak borik asit uygulanan gruplarda daha fazla
oldugu dikkati ¢ekmistir. Calismanin sonucunda farkli zamanlarda borik asit uygulanan
gruplar arasinda belirgin bir farklilik goriilmemistir. APAP kaynakli karaciger hasarinda
farkli zamanlardaki borik asit uygulamasina iligkin farkli yontemlerle daha ileri ¢aligmalarin
yapilmas1 gerektigi disiiniilmistir. Gelecekteki c¢aligmalarda bu gruplarla NAC
uygulamasinin karsilastirilmasi, uzun siireli NAC tedavisinde karsilagilan sinirlamalara bir

alternatif olarak borik asitin kullanilabilirligi agisindan faydali olacag: diistinilmdistiir.
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