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1. GIRIS

Karacigerde fibrozis, karacigerin kronik hasara kars1 gosterdigi bir reaksiyondur.
Fibrozis yangisal hiicre infiltrasyonu ve yogun kollajen iceren ekstraselliiler matriks
birikimi ile karakterize kompleks bir olaydir (Bataller ve Brenner, 2005; Rockey ve
Friedman, 2007; Golbar ve ark., 2013). Ilerleyici fibrozis siroza déniisebilir. Tiim
karacigerde, diffuz rejeneratif nodiiler fibrotik lezyonlara sebep olur. Bu durum
karaciger yetmezligini olusturur. Erken donemde fibrozis geri doniigiimlii iken siroz
gelistiginde kalici hale gelir (Jubb ve ark, 1992; Jones ve ark., 1997; Bataller ve
Brenner, 2005; Wynn ve Barron, 2010).

Karaciger fibrozisi ¢esitli endojen ve ekzojen sebeplerle olusmaktadir.
Insanlarda ¢ogunlukla viral hepatitler, koyun ve sigirlarda ise genellikle paraziter
nedenlerden kaynaklanmaktadir (Balkaya ve ark., 2010). Akut hepatit olgusu, kronik
hepatit ve siroza kadar devam edebilen hastaliklar tablosuna doniisebilmektedir
(Uluoglu, 1990; Kumar ve ark., 2014). Karaciger sirozu, diinyada ve iilkemizde
insanlarda en sik goriilen 10 6liim sebebinden birisidir. Sirozun en dnemli iki nedenini
alkol aligkanlig1 ve viral hepatitler olugturmaktadir. En fazla kronik hepatit yapan viral
etkenler Hepatit B viriisii (HBV) ve Hepatit C virtisii (HCV) diir (Kumar ve ark., 2014).
Ancak ¢ogunlukla koyun ve sigirlarin karaciger trematodu olarak bilinen Fasciola spp.
insanlarda da enfeksiyon olusturmaktadir (Cordova ve ark., 1998; Benzer, 2003).
Fasioliazis; Fasciola hepatica ve Fasciola gigantica tarafindan olusturulan gida
kaynakli zoonoz bir hastaliktir. Hayvanlarda goriilen fasioliazis tiim diinyada yaygin ve
onemli bir hastaliktir. Insanlarda ise 199011 yillardan sonra fasioliazisli vakalar artmaya
baslamistir (Mas-Coma ve ark., 2005; McManus ve Dalton, 2006; Sahin ve ark., 2008;
WHO, 2014). Diinya Saglik Teskilatina goére en az 2.4 milyon insan infekte ve
milyonlarca insanda risk altindadir (WHO, 2014). Bolivya, iran, Misir, Peru, Portekiz
ve Fransa gibi iilkelerde, koyun ve sigirla temasi olan insanlarda daha yogun
goriilmektedir. Bu yerlerde ekonomik gelisme ve sosyal yapiy1 da etkileyen ¢ok dnemli

bir saglik problemi olarak dikkati gekmektedir (Moghadami ve Mardani, 2008).

Karacigerde sekillenen hasarlar sonucu sitokinlerin etkisiyle aktive olan
karaciger stellat hiicreleri karaciger fibrozisinde onemli rol oynarlar. Tip | kollajen

tireten bu hiicreler alfa diiz kas aktin (a-SMA) pozitifdirler (Taylor ve Cote, 1994;
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Mendes ve ark., 2010;Golbar ve ark., 2013; Marinkovi¢ ve ark., 2013). Bakteri
endotoksinleri, protozoa ve parazit antijenleri ile uyarilan makrofajlar ¢ok fazla miktada
nitrik oksit (NO) ireterek bakteri, parazit, timor hiicresi gibi yabanci hiicrelerde
sitotoksik etki gosterir. Bu nedenle NO infeksiyonlarin seyrinin belirlenmesinde,
sepsiste ve yara iyilesmesinde rol oynar (James 1995; Tiirkdz ve Ozerol, 1997; Brunet
2001). Sirozun en ciddi komplikasyonlarindan birisi de hepatoselliiler karsinom ( HCC)
gelisimidir. HCC’nin % 90’1 sirotik zeminde gelisir. Siklooksijenaz (COX)-2’nin ise
kanser prekiirsorii lezyonlarda ve kanser hiicrelerinde arttigi gosterilmistir. HCC’nin
bliyiik ¢cogunlukla siroz sonucunda sekillenmesi ve fibrozisin siroza déniisme oraninin
yuksek olmasi, ileri evre fibrozisin bir kanser prekiirsérii oldugunu diistindiirmektedir.
Dolayisiyla fibrozise katkis1 olan faktorlerin HCC’ye de katkisinin olabilecegi ve HCC
gelisiminde rol oynayan COX-2’nin fibrozisin ilerlemesine katkida bulunabilecegi
bildirilmektedir (Ito ve ark., 2003; Ozdil, 2008). p53 hiicre siklus kontrolii, hiicre
differensiyasyonu, apoptozis, Deoksiriboniikleikasit (DNA) tamiri ve sentezi
olaylarinda 6nemli rol alir. Hasarli genlerde DNA proliferasyonu durdurarak veya
hiicreyi apoptozise ugratarak ¢oziim saglar. Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA),
hiicre proliferasyonlarinda ve tiimoral olgularda ortaya ¢ikan bir proteindir (Taylor ve
Cote, 1994).

Tiim diinyada sirozun insanlarda en dnemli 6liim sebeplerinden biri olmasindan
dolayi, insanlarda karaciger fibrozisine ve sirozuna sebep olan hastalik modellerine
benzeyen deneysel hayvan modellerinin gelistirilmesi ile ilgili yofun c¢alismalar
yapilmaktadir. Karaciger parazitlerinin hem hayvanlarda hemde son yillarda insanlarda
siklikta goriilmesi kronik hepatitis ve ilerleyen durumlarda fibrozis ve siroza sebep
olmasindan dolayi, bu calismada karacigerde siroz ve fibrozis mekanizmalarinin
degerlendirilmesinde saglam ve dogal paraziter fibrozisli koyun karacigerlerinde o-
SMA, INOS, COX-2, p53 ve PCNA proteinlerinin immunohistokimyasal olarak

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Karaciger Fibrozisi

Karaciger viicudun en biiyiilk metabolik merkezidir. Karbonhidrat, protein ve
lipid metabolizmasinda 6nemli gorevleri vardir. Karacigerin fonksiyonel iinitesi
hekzagonal sekilli lobiillerdir. Herbir karaciger lobiiliinii, ortasinda vena sentralisi
bulunan ve hepatositlerden olusan hiicre kordonlar1 olusturur. Karacigerde hepatositler,
damar endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel
hiicreleri bulunmaktadir (Komiircti 2011; Tucer 2008). Karacigerin sabit makrofajlari
olan kupffer hiicreleri, enflamatuvar ve antienflamatuvar sitokin tretir. Oksidatif stres
sonucu olusan reaktif oksijen metabolitlerinin (ROS) kaynagidir. ROS’un olusturdugu
etkiyi notralize etmek tizere NO iiretimi de yapar. Aktive kupffer hiicreler Transforming
growth factor-B (TGF-B) sentezler. Karaciger kupffer hiicrelerinden sentezlenen TGF-
B1, stellat hiicreleri aktive ederek kollajen iireten myofibroblastik hiicrelere
doniistimiinii saglar. Daha Onceleri yag depolayan hiicreler, lipositler, perisiniizoidal
hiicreler ya da ITO hiicreleri olarakda bilinen karaciger stellat hiicreleri karaciger
yikimlanmasi sonucu fibrozis olusumunda Onemli rol oynarlar. Perisiinizoidal,
subendotelyal bolgede hepatositlerin {izerinde yer alan yildizimsi uzantilar1 olan
mezenkimal kokenli hiicrelerdir (Temel ve Gokg¢imen 2002; Bataller ve Brenner, 2005;
Tucer, 2008).

Sirozun baslangi¢ evresi olan karaciger fibrozisi, kollajen iceren ektraselliiler
matriks birikimi ile karakterizedir. Bir¢ok kronik karaciger hastaliginda siddetli
karaciger zedelenmesi sonucu sekillenebilir (Bataller ve Brenner, 2005; Kayadibi ve
Sertoglu, 2014). Karaciger stellat hiicreleri karacigerde olusan hasarlar sonucu TGF-,
endotelin 1, anjiotensin I, leptin, interlokin-1 (IL-1), timd&r nekroz faktor-a (TNF-a),
trombosit kaynakli biiyiime faktorii (Platelet derived growth factor; PDGF) gibi ¢esitli
sitokinlerin, lipid peroksidasyon iiriinlerinin ve ¢esitli toksinlerin etkisiyle aktiflesip tip
| kollajen ve diger ekstraselliiler matriks proteinlerini iireten myofibroblast benzeri
hiicrelere doniisiir. Normal karacigerde stellat hiicreleri disse araliginda yerlesmistir ve
inaktiftir. Karaciger hasariin olugsmasiyla aktive olan stellat hiicrelerinde proliferasyon
ve migrasyon sekillenir. Tamir yapilan bolgelere go¢ eden hiicreler buralarda birikir ve

bol miktarda kollajen igeren ekstraselliller matriks sentezler. Fibrozisin temel yapisini



olusturan kollajen madde, baslangicta daha ¢ok disse araliklarinda birikir. Eger fibrozisi
olusturan sebep ortadan kaldirilirsa olgunlasmamis kollajen, enzimatik parcalanma
yardimi ile ortamdan uzaklastirilir. Akut karaciger yikimlanmasindan sonra paransimal
hiicreler rejenere olur ve nekrotik ya da apoptotik hiicrelerin yerini alir. Saglikli
karacigerde, matriks metalloproteinazlar (MMP) ve matriks metalloproteinaz
inhibitorleri (TIMP), ekstraselliiler matriksin yapim ve yikimini siirekli denge halinde
tutarlar. Eger karacigerdeki yikimlanma kalici ise bu denge bozulur rejenerasyon
yetersiz kalir. Hepatositlerin yerini fibroz kollajen igeren ekstraselliiler matriks alir.
Fibroz kollajen materyalin dagilimi karacigerdeki yikimlanmanin sebebine bagli olarak
degisir. Ornegin kronik viral hepatitisler ve kronik safra bozukluklarindan kaynakli
bozukluklarda fibréz doku c¢ogunlukla portal aralikta yerlesir. Fibrozis sadece portal
aralikta gelismigse bilier fibrozis adimi alir. Fibrozis parankimde sekillenen
yikimlanmaya bagli olarak sekillenir ve retikiiller ag yikimlanip portal araliklar
yakinlasarak diizensiz nedbe dokusu olusursa buna postnekrotik nedbelesme denir.
Diffuz parankimal fibrozisinde kronik parankim yikimlanmasina bagl olarak fibrozis
yavag gelisir ve portal araliklar1 vena sentralisler ile birlestirir. Primer zedelenme vena
sentralisler cevresinde ise fibrozis vena sentralisler cevresinde yogunlasir buna
perasiner fibrozis adi verilir. Sebep ortadan kaldirilamazsa zamanla tiim karaciger
fibrotik doku ile kaplanir, rejenerasyon nodiilleri gelisir ve karaciger kiigiiliir (Jubb ve
ark, 1992; Friedman, 2000; Bataller ve Brenner, 2005; Guyot ve ark., 2006; Komiircii
2011).

2. 1. 1. Karaciger fibrozisinin paraziter sebepleri

Koyunlarin  karacigerinde  bulunan parazitlerden = Fasciola hepatica,
Dicrocoelium dentriticum ve Cysticercus tenuicollis degisen siddette hepatitise sebep
olur. Karaciger kelebekleri diinyanin pek cok bolgesinde goriilen ruminantlarin en
onemli helmintleridir. Fasciola hepatica, koyun ve sigir basta olmak tizere birgok evcil
ve yabani memelide yaygin sekilde goriiliir (Aytug ve ark., 1990; Jubb ve ark, 1992).
Tiim diinyada yaygin olan etken insanlarda da enfestasyonlara yol acabilmektedir. Son
yillarda insanlarda gorillen fasioliazis vakalarinin hizla ¢ogalmasindan dolay1
fasioliazisin 6nemi artmaktadir (Mas-Coma ve ark., 2005; Mendes ve ark., 2010; WHO,

2014). Son konaklar enfektif metaserkerleri agiz yoluyla alarak hastaliga yakalanirlar.



Ince bagirsaklarda kistten ¢ikan geng parazitler, bagirsak duvarmi delerek peritona ve
buradan da karacigere ulasirlar. Karaciger kapsiilasin1 delerek parankime giren geng
parazitler, burada bir gé¢ donemi gegirdikten sonra, safra kanallarina gegerler. Etkenin
eriskin formu safra kanallarinda bulunur. Bazi trematodlar da vena porta yoluyla ya da
safra kanallarindan karacigere ulasir. Akut donemde, karaciger parankiminde go¢ eden
larvalara bagli olarak tiineller seklinde travmatik lezyonlar olusturur. Karacigerin kesit
ylizeyindeki bu tlineller 2-3 mm ¢apinda kanama alanlar1 seklindedir. Tiinellerin son
kisminda 1 mm’den kiiglik geng parazitlere rastlanir. Agir enfestasyonlarda, karaciger
koyu renkte kanamali ¢izgiler ve odaklarla bezeli durumda olabilir. Doku artiklarindan
temizlenmis olan eski go¢ yollar1 eozinofil infiltrasyonundan dolayi agik sar1 renktedir.
Akut olgularda, histopatolojik olarak kanama alanlari, eozinofil, makrofaj, nétrofil ve
dejenere hepatositler goriiliir. Tyilesme graniilasyon dokusuyla olur. Bu doku lenfosit ve
eozinofillerce zengindir. Hafif enfestasyonlarda nedbe dokular1 goézden silinebilir.
Kronik form, gen¢ parazitlerin safra kanallarmma ulasmasi ile baslar. Geng parazitler
safra kanallarinda olgunlasip erigkin forma gegerler ve yumurta olusturmaya baslarlar.
Bu donemde parazitlerin yaptig1 irkiltiye bagli olarak safra kanali duvarlarinin
kalinlastig1 gozlenmektedir. Bu yumurtalarin safraya salinmasi ile yumurtalar safra yolu
ile barsaga ulasir. Oradan diski ile disar1 atilarak ¢evreyi enfekte ederler. Eriskin
formlar1 ¢ok uzun yillar yasar (Jubb ve ark, 1992; Balkaya ve ark., 2010; Tinar ve ark.,
2011; WHO, 2014). Agir enfestasyonlarda nedbe dokular1 birbiriyle birleserek
karacigerde diizensiz fibrozise yol agar. Bir¢ok bolgede yangisal fibrozis parankim
dokunun yerini alir. Ilerleyen karaciger fibrozisinin siroza doniismesi, karacigerde
diffuz nodiiler lezyonlarin olugsmasiyla karaciger yetmezligi sonucu kilo kaybi, et ve siit
veriminde azalma ve son asamada infertiliteye sebep olur (Golbar ve ark., 2013;
Khanjari ve ark., 2014; WHO, 2014). Fasciola hepatica‘nin sebep oldugu fasioliazis;
Asya; Avrupa, Amerika, Avustralya ve Yeni Zellanda'da bulunan evcil hayvanlarin en
onemli ve en fazla ekonomik kayba sebep olan paraziter hastalifidir. Her yil
milyonlarca dolarlik ekonomik kayba sebep olmaktadir (Golbar ve ark., 2013; Khanjari
ve ark., 2014; WHO, 2014).

Dicrocoelium dentriticum kedi disinda tiim evcil hayvanlarda bulunsa da en gok
koyun, kegi ve sigirlarda goriiliir. Karacigerde kolangiohepatitise yol agar. Karacigerde

lezyonun siddeti ve yaygiligi parazitin sayistyla ilgilidir. Bazi olgularda bu say1



binlerce olur. Enfestasyonun baslangicinda karacigerin periferinde hafif fibrozis baslar.
Uzun siiren siddetli enfestasyonlarda yaygin bilier fibrozis olusur. Histolojik
degisiklikler fasioliazise benzer (Giil ve ark., 1990; Jubb ve ark, 1992; Simsek ve ark.,
2004; Tmnar ve ark., 2011; Khanjari ve ark., 2014).

Cysticercus tenuicollis, evcil hayvanlarda 6nemli morbidite ve mortalite
sebebidir. Ozellikle koyunlarda karaciger parankiminde gecirdigi olgunlasma
doneminde travmatik lezyonlara yol acar. Bunlar kanama ve nekrotik bolgeler, ilerliyen
olgularda fibrozisin artmasiyla nodiiler yapilara doniisiir (Jubb ve ark, 1992; Yildirim ve
ark., 2006; Tmar ve ark., 2011). Hepatositlerde dejenerasyon, nekroz, fibrozis ile safra
kanallarinda hiperplazi, lenfositer hepatitis, graniilom ve telangiektazilere sebep olur
(Radfar ve ark., 2014). Sistozomiazis, insanlarda Schistosoma mansoni’nin sebep
oldugu en onemli paraziter etkenlerden birisidir. Karacigerde periportal fibrozis ve
siroza sebep olmaktadir. Gelismekte olan {ilkelerde 6nemli morbidite ve mortalite
sebebidir. Insanlarda giiriilen Opisthorchis viverni ve Clonorchis sinensis gibi opistorsid
karaciger kelebeklerinin yol agtig1 kronik enfestasyonlar ile safra kanali karsinomlar1
arasinda bir baglant1 oldugu bildirilmektedir. Paraziter enfestasyonlarda safra kanallari
ve submukoza bezlerinde hiperplazik ya da adenomatoz proliferasyonlar goriilmektedir
(Jubb ve ark, 1992; Tinar ve ark., 2011; WHO, 2014).

Kronik olgularda parazitli karacigerler oldukga sert bir kivama sahiptir. Duvari
kalinlasan safra kanallarinin limenlerinde ¢ok sayida parazit etkeni goriiliir (Balkaya ve
ark., 2010). Karacigerde olusmus fibrozis olgusu fokal veya diffuz olabilen kaba ya da
ince boz beyaz renkli nodiiler lezyonlar halindedir (Jubb ve ark, 1992; Simsek ve ark,
2004; Balkaya ve ark., 2009).

2. 1. 2. Histopatolojik inceleme

Parazitlerin karacigerde meydana getirmis oldugu etkiler genellikle travmatiktir.
Karacigerde fibrozis olusumunu go¢ yollar1 sonrasinda meydana getirmektedirler.
Parazitlerin safra kanali yiizeyini irrite ettigi, bu sebeple karaciger kesit yilizeylerindeki
safra kanallarinin proliferasyona ugrayarak safra kanallarmin duvarlarinin kalinlastig
kaydedilmistir. Fibrozisin yerlesimi karacigerde yikimlanma olusturan sebebe ve

yikimlanan bolgelere gore degisiklik gdstermektedir. Ilerleyen olgularda parankimde



yaygin olarak ya da prolifere safra kanallar1 c¢evresinde yogun bagdoku artisi
gozlenmektedir (Jubb ve ark, 1992; Simsek ve ark., 2004; Orug, 2009; Balkaya ve ark.,
2010).

2. 1. 3. immunhistokimyasal inceleme

a-SMA, hiicre iskeletinin yapisina giren bir proteindir. Myofibroblast
farklilasmasini ortaya koyan onemli bir belirteg olarak bilinir. Fibroziste aktive olan
karaciger stellat hiicreleri myofibroblast benzeri hiicrelere doniiserek, a-SMA, c-myb
ve myocyte enhancer factor-2 gibi myojenik markirlar i¢in yogun immunpozitif
reaktivite gosterirler (James ve ark., 1999; Wnag ve ark., 2004; Erdogdu, 2010). a-
SMA, saglikli yetiskin karacigerinde ¢ok az sayida hiicrede pozitifken, fibroziste bag
doku proliferasyonunda ¢ok yogun immunpozitiftir (Erdogdu, 2010).

INOS serbest radikaldir. Antimikrobiyal, yangi dnleyici, sitotoksik ve sitostatik
fonksiyonlara sahiptir. Organizmada bakteriyel, viral, protozoon, helmint veya fungal
bir enfeksiyon sekillendiginde asir1 miktarlarda iretilir (James 1995, Brunet 2001).
Bakteri, parazit gibi pekcok patojenin Adenozintrifosfat (ATP) iireten oksidatif
fosforilasyonun, glikolizin ve TCA siklusunun demir igeren bazi enzimlerini inhibe
ederek etkeni ortadan kaldirirlar. NO L-arjinin aminoasidinden O, molekiiliiniin de yer
aldigr bir takim fizyolojik olayla NO sentaz (NOS) enzimi yardimiyla sentezlenir.
Noéronal NOS (nNOS; tip-I), indiiklenebilen NOS (INOS; tip-11) ve endotelyal NOS
(eNQS; tip-11I) olmak fiizere ii¢ tip NOS enzimi mevcuttur (Erglin ve Ergiin, 2009).
nNOS ve eNOS dokularda fizyolojik siirecte inaktif olarak bulunurken, iNOS serbest bir
radikal olup fizyolojik durumlarda bulunmaz. Yangi gibi baz1 patolojik durumlarda
basta makrofaj olmak {izere, notrofil ve damar endotellerinde sentez edilmektedir
(Tiirkéz ve Ozerol, 1997; Karakaya ve ark., 2000). Bu hiicrelerde INOS'un sentezi
spesifik sitokinlerin etkisiyle hiicrelerin aktivasyonu sonucu olusur (Tiirkdz ve Ozerol,
1997).

Karacigerde fibrozisin gelisimi bir yara iyilesmesidir. Ancak tiim yara
iyilesmelerinde bir iyilesme, tamir siireci vardir ve tamir sonunda miimkiin oldugunca
az hasarla doku onarilir. Kronik yangi ve takibinde gelisen fibrozis karacigerde ciddi

bozukluklara sebep olur. Karaciger fibrozisinin en ileri asamasi sirozdur ve sirozun da



pek cok komplikasyonunun nedeni karacigerde gelisen fibrozistir (Ozdil 2008; Golbar
ve ark., 2013). Kronik hepatitislerde en 6nemli enzimlerden biriside COX enzimidir.
Yanginin baslamasi ve devaminda anahtar enzimlerdendir. Bu nedenle karacigerde
gelisen fibrozisten sorumlu oldugu diistiniilmektedir. COX enziminin iki alt tipi COX-1
ve COX-2 enzimleridir. COX-1 fizyolojik olaylar1 diizenler. COX-2 ise patolojik
siireclerde rol alir. Proliferasyonu hizlandirarak, anjiogenezisi artirarak ve apopitozisi
inhibe etmek suretiyle HCC olusumuna katkida bulunur. Yapilan az sayidaki ¢alismada
COX-2’nin artan karaciger fibrozisiyle birlikte dokuda arttigr gosterilmistir (Ozdil
2008; Rocha ve ark., 2014).

p53, kromozom 17p lizerinde lokalize olan bir gendir. Tiimo6r baskilayici olarak
bilinmektedir. p53 hiicre siklusunun kontrolii, DNA sentezi ve tamiri, hiicre
differensiyasyonu ve apoptoziste énemli gorevi vardir (Ozbilim ve ark., 1997). Diger
genlerin promotor bdlgelerine baglanarak ekspresyonunu kontrol altina alir. Bir genin
hasar aliminda p53 ¢ogalmaya baslar (Ozdemir, 1998; Kapucuoglu ve ark., 2001). p53
proteini DNA hasari, hipoksi, viral enfeksiyonlar ve tiimorler gibi ¢esitli stres
durumlarinda artmaktadir (Taylor ve Cote, 1994). Hepatitis B viriis ve aflatoksine
maruz kalarak olusan hepatoselliiler karsinomlarda, p53 protein birikiminin yogun
olarak sekillendigi bildirilmektedir (Qi ve ark., 2014). Hepatoselliiler karsinomlarda p53
degisime ugrayan gen olarak bilinir. p53, hepatoselliiler karsinomlarda 17p13 DNA
baglanma bolgesinde degisimlere sebep olmaktadir. p53 varliginin saptanmasi ile

hepatoselliiler karsinom varligin1 dogrulamaktadir (Seydel, 2011).

PCNA, niikleer proteindir. Hiicre proliferasyonunun baslamasinda rol
oynamaktadir. Immunhistokimyasal galigmalarda PCNA, proliferatif aktivitede yaygin
kullanilan bir belirtecdir. PCNA derecesi mitotik aktivite ve dolayisiyla tiimdriin
derecesi arasinda korelasyon oldugunu goéstermektedir (Taylor ve Cote, 1994; Kir ve
ark., 2006; Karahan ve ark., 2008).



3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Orneklerin Toplanmasi

Van Biiyiiksehir Belediye Mezbahasinda kesilen ve kesim sonrasinda
makroskobik incelemede kronik paraziter hepatitis bulgular1 gosteren 30 adet koyuna ait
karaciger dokusu ile makroskobik olarak saglikli goriinen 10 adet koyuna ait karaciger

dokusundan histopatolojik ve immunhistokimyasal incelemeler amaciyla 6rnekler alinda.
3. 2. Patolojik Inceleme
3. 2. 1. Doku kesitlerinin hazirlanmasi

Histopatolojik ve immunhistokimyasal degerlendirme amaciyla alinan karaciger
dokular1 %10’luk tamponlu formalin’de 48-72 saat tespit edildikten sonra, akan ¢esme
suyunda 6-8 saat yikandi. Rutin doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96 °ve 100°) ve ksilol
serilerinden gegtikten sonra parafinde bloklandi. Her bloktan 4 um kalinliginda kesitler
alindi. Histopatolojik inceleme icin alinan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ve Masson
Trikrom ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi. Histopatolojik bulgular lezyonun

siddetine gore -: negatif , +: hafif, ++: orta ve +++: yogun olarak degerlendirildi.
3. 2. 2. immunperoksidaz yontem

Immunhistokimyasal inceleme icin diger yontemlere gore daha duyarli oldugu
bildirilen Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABK) immunperoksidaz yontemiyle
boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi (Taylor ve Cote, 1994). Calismada Scytek
(EmergoEurope, ScyTek Laboratories, AAA125, Logan, Utah USA) kiti kullanildi.
Immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan tiim
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha
sonra distile suda 5 dk. yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5 dk. yikandi.
COX-2, p53, iNOS primer antikorlari igin antijen retrival kullanildi. Kesitler
¢ekirdekteki antijen maskelenmesini 6nlemek amaciyla antijen retrival (sitrat buffer, ph
6.1) soliisyonu igerisinde, 5’er dk. siireyle 4 kez mikrodalga firinda 1stya tabii tutuldu.
Mikrodalga firimindan ¢ikarildiktan sonra 30 dk. oda sicakliginda sogumaya birakildi.
Bu siirenin sonunda distile su ile yikanip, kesitlerin etrafi kurulandi. PBS ile 5 dk.

yikanip, % 0. 3’liik H,O, de (100 ml methanol+0.3 ml H,O,) 10 dk. tutularak, endojen
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peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-10 dk. yikandiktan sonra, nonspesifik zemin
boyanmasini onlemek igin tiim primer ve sekonder antikorlarla uyumlu olan protein
blok ile 5 dk. inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda doku kesitleri iizerinde kalan
blok solusyonunun fazlas1 dokiildiikten sonra yikanma yapilmadan primer antikorlar
damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 saat oda sicakliginda ya da 1 gece +4°C’de
bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk. yikanip, biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda
10-30 dk. inkube edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-
30 dk. bekletildikten sonra PBS ile ayni sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra
kesitlere AEC (3-amino-9-etil-carbazol) kromojen, damlatilarak kromojeni almasina
gore 5-10 dk. bekletildi. Zemin boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilende 1-2 dk.
tutulduktan sonra musluk suyunda yikandi. Su bazli yapistirici kullanilarak lamelle
kapatildi (Taylor ve Cote, 1994).

Immunhistokimyasal inceleme icin primer antikor olarak, fibroziste artan bag
doku artisin1 gostermek icin mezenkim hiicreler/myofibroblastlart boyayan a-SMA,
karaciger tiimorlerinin temelinde fibrozis ve sirozun olmasi kanser prekiirsorii lezyonlar
ile kanser hiicrelerinde artmasi ve yara iyilesmesinde rol almasi yoniinden COX-2, artan
mitozun degerlendirilmesinde PCNA, apoptozis i¢in p53; paraziter enfeksiyonlarda
makrofajlarda salinmasi yéniinden iNOS kullanildi. iImmunhistokimyasal incelemede
kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri tablo 1'de verildi. Kontrol i¢in alinan kesitlerde
de primer antikor yerine PBS kullanildi. Immunhistokimyasal incelemede immunreaktif

hiicrelerin sayis1 semikantitatif olarak degerlendirildi.

Negatif — (% 0)

Zayif boyananlar + (% 1-10)

Orta yogunlukta boyanma ++ (% 10-50)

Yogun boyanma +++ (% 50-100) olarak kabul edildi.

Table 1. Immunhistokimyasal incelemede kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri

Antikorlar Kokeni Dilusyon Kaynak

COX-2 SP21 * Rabbit Monoclonal Hazir dilusyon BioGenex

PCNA; PC 10 Rabbit Monoclonal 1:2000 DAKO

p53; Pab 240* Mouse Monoclonal 1:50 NeoMarkers
INOS* Rabbit Polyclonal 1:100 Thermo Scientific
a-SMA 1A4 Mouse Monoclonal Hazir Dilusyon BioGenex

*Antijen retrival kullanildi.
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4. BULGULAR
4. 1. Makroskobik Bulgular

Makroskobik incelemede karacigerlerin yogun fibrozisten dolayi olduk¢a sert
kivamda ve soluk renkte oldugu goriildii (Sekil 1-3). Safra kesesi ve safra kanallarinin
dilate olup duvarlarinin kalinlastig1 (Sekil 1-4), bu nedenle safra kanallarinin disardan
daha belirgin olarak dikkat ¢ektigi gozlendi. Dis yiizeyinde grimsi beyaz sert fibrotik
odaklarin (Sekil 1-3) bulundugu karacigerlerin kesit ylizeyinde safra kanallar1 ve safra
kesesinin i¢inde kahverengimsi miik6z eksudat ve eriskin parazit goriildii (Sekil 6).
Fibrozisli karacigerlerin kesit yiiziinde ¢ok sayida kiiclik kum kelebegi seklinde olan
D.dentriticum (Sekil 5) ile kelebek seklinde F. hepatica'lar (Sekil 6) ve karaciger
paransimine fibroz bir bantla baglanan C. tenuiocollis (Sekil 7) gorildi.

4, e

Sekil 1. Karaciger yiizeyinde yer alan diffuz beyaz-grimsi fibrotik odaklar ve dolgun
safra kesesi.
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Sekil 2. Karacigerde fibrozis.

»y. >~

Sekil 3. Karaciger yiizeyinde yer alan diffuz beyaz grimsi odaklar. Kesit ylizeyde safra
kanal duvar1 kalinlagsmasi.
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Sekil 5. Dicrocoelium dentriticum ile enfeste karaciger.
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Sekil 6. Fasciola hepatica ile enfeste karaciger (oklar).

Sekil 7. Cysticercus tenuicollis ile enfeste karaciger.
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4. 2. Mikroskobik Bulgular

Alinan karaciger kesitlerinin HE ve immunhistokimyasal boyanmalar1 (a-SMA,
INOS, COX-2, p53 ve PCNA) birbirleriyle ve kontrolleriyle karsilastirmali olarak
incelendi. Histopatolojik bulgular Tablo. 2’de, immunhistokimyasal bulgular ise Tablo
3'te gosterildi. Incelenen 30 vakanin tamaminda safra kanali proliferasyonu, eozinofil
16kosit infiltrasyonu, lenfosit, plazmasit ve makrofajlardan olusan mononiikleer hiicre
(MNH) infiltrasyonu, bilier fibrozis ve nekroz-dejenerasyon gozlenirken, 6'sinda
graniilom gozlendi. Hepatositler siskin, sitoplazmalar1 graniiler ve eozinofilikti. Portal
alanda lenfosit, makrofaj ve eozinofilden olusan yangisal hiicre infiltrasyonu ve fibrozis
gozlendi (Sekil 8). Masson Trikrom boyast ile fibrozis daha net olarak ortaya konuldu
(Sekil 9). Baz1 olgularda parankimdeki parazit gogleri sonucu olusan travmatik nekrotik
odaklarin onarimi siirecinde diffuz parankimal fibrozis sekillenmisti. Bu olgularda
fibr6z dokunun hepatositleri sararak, hepatositlerin olusturdugu hiicre kordonlarinin
diizenini bozdugu goézlendi (Sekil 10, 11). Merkezde vena sentralisleri bulunmayan
rejenere hepatositlerin  olusturdugu nodiiller (pseudolobuluslar-rejeneratif lobiil)
sekillenmisti (Sekil 12, 13). Fibrozisin yogun goriildigli parankimal alanlarda
hepatositler arasina sizmis yer yer lenfosit, makrofaj ve eozinofil 16kositlerden olusan
yangisal hiicre infiltrasyonu gozlendi (Sekil 12). Safra kanali epitellerinde hiperplazi ve
cevresini saran degisen siddette MNH infiltrasyonu ile fibrozis gozlendi (Sekil 14, 15).
Bu safra kanallarmin bir kisminda safra kanallarinin lumeninde parazitin eriskin formu
ve yumurtalar1 gortldi (Sekil 16, 17). Pembe renkte genis sitoplazmaya sahip, ¢ok
cekirdekli dev hiicreleri ve MNH'ler bulunan fibroz doku ile sarilmis graniilomlar
goriildii (Sekil 18, 19). Graniilomlarda yer alan plazma hiicrelerinde eozinofilik
goriinimde Russel cisimcikleri dikkati ¢ekti. Degisen siddette eozinofil 16kosit
infiltrasyonlaria diger MNH infiltrasyonlariyla birlikte tiim olgularda rastland1 (Sekil
20, 21). Portal alanda artan fibrozisle birlikte kan damarlarida artmisti. Paransimde
degisen siddette hemosiderozis gozlendi. Kontrol grubu olan saglikli karacigerler

normal histolojik yapisindayd (Sekil 22).

Fibrozisli karaciger dokularinda immunhistokimyasal olarak a-SMA, INOS,
COX-2, p53 ve PCNA arastirildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda fibrotik
karacigerlerde o-SMA, INOS, COX-2, p53 ve PCNA da yiiksek pozitiflik gdzlendi.
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Fibrotik karacigerlerde a-SMA'nin prolifere myofibroblastlarin yogun oldugu yerlerde
belirgin bir sekilde immunpozitif oldugu gozlendi (Sekil 23-27). INOS ise makrofaj
(Sekil 30, 33), dev hiicreler (Sekil 28-32) ve damar endotel hiicrelerinde pozitifti (Sekil
34). p53 hepatosit sitoplazmast (Sekil 35) ile graniilomlardaki dev hiicrelerinde (Sekil
36) pozitifti. Myofibroblastlar, damar diiz kas hiicreleri ve MNH infiltrasyonlarinda
COX-2 immunpozitifti (Sekil 37, 38). Fibroblast, lenfosit (Sekil 39, 40), hepatositlerin
cekirdekleri ve safra kanali epitel hiicreslerinde (Sekil 41) PCNA immunpozitifti.
Kontrol dokularinda a-SMA, COX-2, p53 ve PCNA proteinleri ¢ok az sayida hiicrede
cok daha hafif siddette boyanmasina ragmen iNOS immunnegatifti.
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TABLO 1: Histopatolojik ve immunhistokimyasal Bulgular

HISTOPATOLOJIK BULGULAR IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR
FIBROZIS
Bilier Diffuz Safra kanall Nekroz- MNH Eozinofil

Fibrozis Fibrozis proliferasyonu Dejenerasyon infiltrasyonu  16kosit inf a-SMA iNOS COX-2 PCNA p53

1@ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++
28 ++ ++ +++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
+++ + +++ + + + +++ + +++ ++ +

4 + + + + + +++ + + + + +
5* + - + ++ + + + + + + +
6 + + + ++ + + + + + + +
7 + + + +++ + + + + + + ++
8 ++ - + + + ++ ++ + ++ ++ +
9 + + + + + + + + + + +
10* + + + - + +++ + + + + +
11* + + + + + +++ + + + + +
12 + + + ++ + + + + + + +
13 ++ + ++ + + + ++ + + ++ +
14*? ++ +++ + + + + +++ ++ + + +
15 ++ + ++ + + +++ ++ + ++ ++ +
16 ++ + ++ ++ + + ++ + + + +
17 + - + + + + + + + + +
18 + - + + + + + + + + +
19 + - + ++ + ++ + + + + +
20 ++ + ++ + + + ++ + + + +
21 + - + ++ + + + + + + ++
228 ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ + +
23* ++ + + + + + ++ ++ + + +
24 + + + ++ + + + + + + +
25° +++ ++ ++ + ++ + +++ ++ ++ ++ ++
26 + - + + + ++ + + + + +
27* ++ +++ +++ ++ ++ + +++ +++ ++ ++ +
28 ++ + ++ +++ + + ++ + + ++ +
29* + - ++ + + + + + + ++ +
30* ++ - + + + +++ ++ ++ + + ++

(*) Isaretli olgularda graniilom bulunmaktadir. (*) isaretli olgularda ise sirozlu vakalardir.
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Sekil 10. Hepatositleri saran diffuz fibrozis (oklar), diizensiz hepatosit kordonlar1 (a) ve
MNH (b), bar: 200 um, HE.
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Sekil 11. Diffuz fibrozis (oklar) ve diizensiz hepatosit kordonlar1 (a), bar: 200 pm,
Masson Trikrom.
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Sekil 12. Karacigerde fibrozis (oklar), MNH infiltrasyonu (a) ve rejeneratif nodiiller,
bar: 200 um, HE.
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Sekil 13. Parankim bolgede meydana gelen rejeneratif nodiiller (a) ve rejeneratif nodiilii
cevreleyen yogun fibrozis (oklar), bar: 200 um, Masson Trikrom.
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Sekil 15. Portal bolgede yer alan safra kanal proliferasyonu (oklar) ve safra kanallarin
cevreleyen bag doku proliferasyonu (a), bar: 200 um, Masson Trikrom.
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Sekil 16. Safra kanalinin lumenine yerlesen eriskin parazit ve yumurtasi. Safra kanali
bez epitellerinde proliferasyon (oklar) ve safra kanallarini g¢evreleyen bag doku
proliferasyonu (a), bar: 200 um, HE.

/

Sekil 17. Safra kanalinin lumenine yerlesen eriskin parazit, safra kanali bez
epitellerinde proliferasyon (oklar) ve safra kanallarini ¢evreleyen bag doku
proliferasyonu (a), bar: 200 pm, Masson Trikrom.
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Sekil 18. Parankim bolgede olusmus graniilom. Graniilom i¢inde yerlesmis dev hiicreler
(a), graniilomu ¢evreleyen bag doku proliferasyonu (oklar) ve MNH infiltasyonu (b),
bar: 200 um, HE.
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Sekil 19. Graniilomu ¢evreleyen bag doku proliferasyonu (oklar), bar: 200 um, Masson
Trikrom.
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Sekil 20. Parankimde eozinofil ve lenfosit infiltrasyonu (a), bar: 200 pm, HE.

Sekil 21. Eozinofil ve lenfosit infiltrasyonu (a), bar: 50 um, HE.
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Sekil 22. Saglikli kontrol karaciger, bar: 100 um, Masson Trikr
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Sekil 23. Karaciger fibrozisi. Proliferasyona ugramis o-SMA immunpozitif
myofibroblastlar, bar: 500 um, Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 24. Graniilomu ¢evreleyen kuvvetli a-SMA immunpozitif myofibroblastlar

(oklar), bar: 100 pm, immunperoksidaz boyama.
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Sekil 25. Portal bolgede proliferasyona ugrayan myofibroblastlarda (oklar) ve damar
diiz kas hiicrelerinde (a) kuvvetli a-SMA immunreaktivitesi, bar: 100 pm,

Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 26. Kuvvetli a-SMA immunreaktivitesi (a), bar: 200 pm, Immunperoksidaz
boyama.

100 um

Sekil 27. Kuvvetli a-SMA immunreaktivitesi (oklar), bar: 100 pm, Immunperoksidaz
boyama.
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Sekil 28. Graniilomdaki yabanci cisim dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli
INOS immunreaktivitesi (0k), bar: 20 um, Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 29. Graniilomdaki makrofajlar ve yabanci cisim dev hiicrelerinde iNOS
immunreaktivitesi (ok), bar: 20 um, Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 30. iNOS immmunpozitif makrofajlar ve yabanci cisim dev hiicreleri (ok), bar:
100 pm, Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 31. Sitoplazmalar1 iNOS immunpozitif dev hiicreleri (0k), bar: 50 um,
Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 32. INOS immunpozitif yabanci cisim dev hiicreleri (0k), bar: 50 pm,
Immunperoksidaz boyama.

Sekil 33. iNOS immunpozitif makrofajlar (oklar), bar: 50 pum, Immunperoksidaz
boyama.
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Sekil 35. p53 pozitif apoptotik hepatositler (oklar), bar: 50 pm, Immunperoksidaz
boyama.
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Sekil 36. Safra kanali ve ¢evresinde olusan graniilomda p53 immunreaktivitesi (oklar),
bar: 100 um, Immunperoksidaz boyama.
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Sekil 37. Myofibroblastlarda ve damar diiz kas hiicrelerinde COX-2 immunreaktivitesi
(oklar), bar: 100 pm, Immunperoksidaz boyama.
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kil 38. Kuvvetli COX-2 immunreaktivitesi, bar: 200 um, immunperoksidaz boyama.

Se

200 um,

bar:

39. Graniilom c¢evresinde PCNA pozitif lenfositler,

Immunperoksidaz boyama.

Sekil
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Sekil 41. PCNA pozitif prolifere safra kanal epitel hiicre ¢ekirdekleri (oklar), bar: 50
um, Immunperoksidaz boyama.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger fibrozisi, ilerleyici karaciger hasarinin bir gostergesidir. Karaciger
hasarina yol agan biitlin etkenler karacigerde yangi ve nekrozla birlikte fibrozise yol
acarlar. Akut olaylarda geri doniisiimlii olan fibrozis, kronik zedelenme siirecinde
rejenerasyon nodiilleri ve fibroz bantlarin olusumu ile portal hipertansiyon ve karaciger
fonksiyon bozuklugunun komplikasyonlar ile seyreden siroza kadar ilerler (Bataller ve
Brenner, 2005; Tucer, 2008). Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, Dicrocoelium
dentriticum, Cysticercus tenuicollis sigir ve koyunlarin karacigerinde diffuz ya da fokal
fibrozise sebep olan paraziter etkenlerdir (Simsek ve ark., 2004; Miman, 2007). Zoonoz
olan fasioliazisin insan sagligini 6nemli ol¢iide etkiledigi bildirilmistir (Moghadami ve
Mardani, 2008; Markos ve ark., 2011; WHO, 2014). Karaciger fibrozisi ve siroz ile
ilgili cok sayida deneysel ¢alisma yapilmis olmasina karsin, evcil hayvanlarda dogal
enfeksiyonlarla ilgili sinirli sayida ayrintili patolojik ve immunhistokimyasal ¢alisma
bulunmaktadir (Golbar ve ark., 2013). Makroskobik incelemede, daha 6nceki karaciger
fibrozisi ¢alismalar1 (Simsek ve ark., 2004; Balkaya ve ark., 2009; Balkaya ve ark.,
2010; Mendes ve ark., 2012; Golbar ve ark., 2013) ile uyumlu olarak paraziter
fibrozisli karacigerlerin sert kivamda ve soluk bir renkte olup, safra kesesi ve safra
kanallariin dilate ve duvarlarinin kalinlastig1 dikkati ¢ekti. Bu dilate safra kanallarinin
bazisinda erigkin parazitler gozlendi. Larva doneminde parankimde go¢ yapan
parazitlerin eriskin donemde safra kanali ve safra kesesine yerlesmesinden dolay1
parazitlerin yaptig1 irkiltiye bagli olarak sekillenen yangisal hiicre infiltrasyonu ve artan
bag doku artisinin safra kanali duvarimi kalinlagtirdigi ve karacigerin daha sert bir

yapida olmasina sebep oldugu diisliniilmiistiir.

Bu c¢aligmada, histopatolojik incelemede diger daha Once yapilan bazi
caligsmalarla uyumlu olarak hepatosit sitoplazmalariin siskin eozinofilik oldugu, safra
kanallarinda proliferasyon, fibrozis, MNH infiltrasyonu (Perez ve ark., 1999; Simsek ve
ark., 2004; Balkaya ve ark., 2009; Balkaya ve ark., 2010; Beytut ve ark., 2011); yabanci
cisim dev hiicrelerinin bulundugu graniilomlar (Perez ve ark., 1999; Beytut ve ark.,
2011; Mendes ve ark., 2012), baz1 olgularda diffuz parankimal fibrozis ve rejeneratif
lobiiller (Golbar ve ark., 2013) ve hemosiderozis (Perez ve ark., 1999; Beytut ve ark.,

2011) bulundugu dikkati cekti. Perez ve ark (1999) eozinofil, makrofaj ve lenfositten
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olusan MNH infiltrasyonu ve prolifere fibr6z bag dokunun ¢ok yogun oldugu odaklarin
parazitlerin olusturdugu eskimis go¢ yollar1 oldugunu bildirmistir. Organizasyon ile
iyilesmede olusan bu odaklara ¢aligmamizda da pekgok karacigerde siklikla rastlandi.
Mendes ve ark. (2012) ise graniilomlarin, karaciger paransiminde bulunan parazitin
eriskin formu ve yumurtalarma bagli sekillenebilecegini bildirmistir. Bu ¢alismada
onceki literatiirle (Mendes ve ark., 2012) uyumlu olarak bazi graniilomlarin merkezinde
parazit kesitleri gézlendi. Bu graniilomlarin safra kanalina ulasmamuis erigkin parazitlere
ait olabilecegi ancak bunun disinda safra kanali lumeninde bulunan parazit
etkenlerininde graniilomlara sebep oldugu gozlendi. Ayrica Beytut ve ark. (2011) ile

uyumlu olarak graniilomlarda bulunan plazma hiicrelerinde Russel cisimcikleri goriildii.

a-SMA, myofibroblastlarin farklilasmasin1 ortaya koyan ve doku onarim
stirecine katilan onemli bir proteindir. Aktive olan karaciger stellat hiicreleri karaciger
fibrozisinde 6nemli rol oynar. Cesitli sitokinlerle aktive olarak myofibroblast benzeri
hiicrelere dontisiir. Bu hiicreler fibroz kollajen iceren ektraselliiller matriks sentezler ve
a-SMA immunpozitiftirler. Bu aktivasyon yogun a-SMA ekspresyonu ile kesin bir
sekilde belirlenir. a-SMA ayrica damar diiz kas hiicrelerinde de bulunur (Aram ve ark.,
2008; Erdogdu, 2010; Golbar ve ark., 2013; Marinkovig¢ ve ark., 2013; Rocha ve ark.,
2014). Baddamwar (2004)’1n, Schistosoma japonicum ile domuzlarda deneysel, Golbar
ve ark. (2013) sigirlarda dogal fasioliazis ile Marinkovi¢ ve ark. (2013) tarafindan
Fasciolia spp. ile dogal enfekte alageyiklerin karaciger fibrozisinde karaciger stellat
hiicrelerinin, safra kanallarimin epitel hiicrelerinin ve graniilomlar1 saran fibroblast
benzeri hiicrelerin a-SMA pozitif oldugu bildirilmistir. Ayrica portal alanda kan
damarlarininda arttigit ve bu damar diiz kas hiicrelerininde pozitif oldugunu
kaydedilmistir. Bu ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda, fibrozisli
karacigerlerde a-SMA’nin ¢ok daha yogun immunpozitif boyandig1 goriildii. a-SMA ile
fibroziste aktive olarak myofibroblastlara doniisen karaciger stellat hiicreleri yogun

sekilde boyandi.

INOS patolojik olgularda sentezlenen serbest bir radikaldir. Nitrik oksit tiretimi
yangisal cevabin bir pargasidir, yara iyilesmesi ve fibroziste rol oynamaktadir. Paraziter
infeksiyonlarinda yaygin goriilen bir bulgudur. Parazitin viicuda girmesi ile timor

nekroz faktor, IL-1, IL-2 gibi sitokinler ve lipopolisakkaritler 6zellikle makrofajlardan
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INOS sentezini saglamaktadir. Ayrica noétrofil, damar endotel hiicreleri ve mast
hiicrelerinden de sentezlenmektedir (Ahn ve ark., 1999; Lee ve ark., 2001; Aram ve
ark., 2008; Anavi ve ark., 2015). Rottenberg ve ark., (1996) Trypanosoma cruzi
infeksiyonlarinda immunhistokimyasal olarak parazit yilizeyinde ve ¢evresindeki
hiicrelerle iNOS immunreaktivitesini gostermislerdir. Carvalho ve ark., (2012) ise
kronik olarak T. cruzi ile deneysel enfekte maymunlarda iNOSu ¢ok yogun olarak kalp
kasi hiicrelerinde immunhistokimyasal yontem ve PCR ile tespit etmislerdir. Santos ve
ark., (2011) viseral leismaniozisli dogal enfekte kopeklerin dalaginda iNOS
immunreaktivitesi immunhistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Non enfekte kontrol
grubuna gore enfekte kopeklerde iNOS miktarinin 6nemli derecede arttigini
bildirmislerdir. Anavi ve ark., (2015) yiiksek kolestroliin sebep oldugu karaciger
fibrozisi ile ilgili farelerde yaptig1 deneysel ¢alismada iNOS’un karaciger fibrozisinde
onemli bir mediatér oldugunu hepatosit ve yangi hiicrelerinin iNOS pozitif oldugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada o6zellikle makrofajlar, graniilomlardaki dev hiicrelerin
sitoplazmalar1 ve damar endotel hiicreleri immunpozitifti. INOS hem paraziter
enfeksiyonlarda artmakta hemde yara iyilesmesi ve karaciger fibrozisinde rol
oynamaktadir. Bu calismada paraziter kaynakli fibrozis degerlendirildigi i¢in iNOS tiim

olgularda pozitif bulundu.

Tiimor baskilayict protein olarak bilinen p53, hiicre dongiisii, DNA tamiri ve
apoptozisin diizenlenmesinde rol oynayan g¢esitli genlerin transkripsiyon hizinm
diizenleyen bir faktordiir. Hiicre ¢ekirdeginde bulunan gen hasara maruz kaldiginda bu
proteinin sentezlenmesi saglanmaktadir (Ozbilim ve ark., 1997, Ozdemir, 1998;
Kapucuoglu ve ark., 2001). Tousson ve ark., (2012) Schistosoma mansoni ile deneysel
olarak enfekte fare karaciger dokularini histopatolojik ve immiinhistokimyasal (p53, CD
68) olarak incelemislerdir. Siddetli fibrozise sebep olan Schistosoma mansoni ile
enfekte olan fare karacigerlerinde graniilomlarin ¢evresi ve hepatosit sitoplazmalarinin
p53 pozitif oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada da apoptotik hepatositler ile
graniiliimlarin merkezinde bulunan yabanci cisim dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda

p53 pozitiflik gozlendi.

Beytut ve ark. (2011) F. hepatica ile ratlarda olusturduklari deneysel kronik

fibroziste kronik go¢ yollarindaki lenfositler, bag doku hiicreleri ve prolifere safra epitel
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hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde PCNA immunpozitiflik bildirmislerdir. Bu ¢alismada da
ozellikle prolifere safra kanali epitel hiicre c¢ekirdekleri ve gb¢ yollarinda odaklar
olusturmus lenfositlerde yogun immunpozitiflik goézlendi. Ayrica, graniilomlar
cevreleyen MNH tabakasindaki lenfositlerinde yogun immunreaktivite verdigi dikkati
cekti. PCNA pozitifligin bu kadar yogun gozlenmesi muhtemelen doku tamiri
asamasindaki aktivasyonun kuvvetli olduguna isaret etmektedir. Oysa PCNA
yogunlugunun siireklilik gostermesi tiimdre donlisme olasiligina da isaret etmektedir.
Ancak bu c¢alisma dogal bir c¢alisma oldugundan ve patogenezin farkli gilinlerinde
degerlendirme imkani olmadigindan bdyle bir durum sadece muhtemel ihtimal

dahilinde degerlendirilmistir.

COX-2; c¢esitli sitokinler, biliylime faktorleri veya mitojenler tarafindan
uyarilarak yangisal siirecte gorev alan makrofajlar, kondrositler, fibroblastlar ve endotel
hiicrelerinden sentezlenmektedir (Heitmeier ve ark., 2004; Nur ve ark., 2015). Rocha ve
ark., (2014) karbon tetrakloriir (CCls) ile deneysel fibrozis olusturduklar: fare
karacigerlerinde COX-2, INOS ve a-SMA pozitifligin kontrol karacigerlerine gore gok
yiiksek oldugunu immunflorasan, immunperoksidaz ve PCR yontemleriyle tespit
etmiglerdir. Bu calismada da paraziter kaynakli karaciger fibrozisinde, fibrotik
karacigerlerde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda a-SMA, iNOS, COX-2, p53 ve
PCNA’nin ¢ok daha yiiksek pozitiflik verdigi gozlendi. COX-2’nin &zellikle fibrotik

alanlarda immunpozitif oldugu tespit edildi.

Bu ¢alismada paraziter fibrozisli koyun kracigerlerinde a-SMA, iNOS, COX-2,
p53 ve PCNA ilk kez ayrintili olarak incelendi. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar
karaciger fibrozisi ile daha once yapilmis ¢alisma sonuglartyla uyumlu bulundu. a-SMA
myofibroblast benzeri hiicrelerde pozitiflik gostererek fibrozisin siddetini ortaya
koymaktadir. Fibroziste artan bag doku artisin1 gostermek icin a-SMA, karaciger
tiimdrlerinin temelinde fibrozis ve sirozun olmasi ve yara iyilesmesinde rol almasi
yoniinden COX-2, artan proliferasyonun degerlendirilmesinde PCNA, apoptozis igin
p53; paraziter enfeksiyonlarda makrofajlarda salinmasi yoniinden iNOS antikorunun

kullanilmasinin faydali oldugu goriilmiistiir.
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OZET

AKGUN A. Koyunlarda Paraziter Kaynakh Karaciger Fibrozisinde Immunhistokimyasal
incelemeler, YYU Saglik Bilimleri Enstitiisii Patoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2015.
Karaciger fibrozisi iilkemizde ve diinyanin pekcok bolgesinde insan ve hayvan sagligin1 6nemli dlciide
etkilemektedir. Bu ¢alismada makroskobik incelemede paraziter fibrozis bulgular1 gésteren 30 koyun
karaciger dokusu, histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak (a-SMA, iINOS COX-2, p53 ve PCNA)
incelendi. Karacigerler yogun fibrozisten dolay1 oldukca sert kivamda ve soluk renkteydi. Safra kanallar
dilate ve duvarlari kalinlagsmisti. Yiizeyi grimsi beyaz sert fibrotik odaklarla kapli karacigerlerin kesit
yiizeyinde safra kanallarinin iginde kahverengimsi miiko6z eksudat ve eriskin parazitler goriildii.
Histopatolojik incelemede, hepatositler siskin, sitoplazmalari eozinofilik ve graniilerdi. Portal alanda
lenfosit, makrofaj ve eozinofilden olusan MNH infiltrasyonu ve fibrozis sekillenmisti. I¢inde parazit
bulunan safra kanali epitellerinde hiperplazi ve ¢evresini saran degisen siddette MNH infiltrasyonu ile
fibrozis gozlendi. Merkezde vena sentralisleri bulunmayan rejenere hepatositlerin olusturdugu nodiiller
(pseudolobulus) sekillenmisti. Ayrica ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri ve MNH iceren fibroz doku ile sarilmig
graniilomlar goriildii. Immunhistokimyasal incelemede; kontrol grubuyla karsilastirildiginda fibrotik
karacigerlerde a-SMA, INOS, COX-2, p53 ve PCNA igin ¢ok daha yiiksek pozitiflik gézlendi. Fibrotik
karacigerlerde o-SMA prolifere myofibroblastlar, iNOS makrofaj, dev hiicreler ve damar endotel
hiicrelerinde, p53 hepatosit sitoplazmasi ile graniilomlardaki dev hiicrelerinde, COX-2 myofibroblastlar,
damar diiz kas hiicreleri ve MNH infiltrasyonlarinda, PCNA safra kanali epitel hiicresi, fibroblast ve
hepatositlerin ¢ekirdeginde degisen siddette immunpozitif boyanma gosterdi. Fibroziste bag doku artigini
gostermek i¢in a-SMA, karaciger tiimorlerinin temelinde fibrozis ve sirozun olmasi ve yara iyilesmesinde
rol almasi yoniinden COX-2, artan proliferasyonun degerlendirilmesinde PCNA, apoptozis i¢in p53;
paraziter enfeksiyonlarda makrofajlarda salinmasi yoniinden iNOS antikorunun kullanilmasinin faydali
oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Karaciger paraziter fibrozis a-SMA, iINOS, COX-2, p53 ve PCNA.
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SUMMARY

AKGUN A. Immunohistochemical investigation in Sheep with Parasitary Liver Fibrosis, University
of Yuzuncu Yil, Institute of Medical Sciences, Department of Pathology, Van 2015. Liver fibrosis
significantly effect human and animal health in our country and worldwide. In this study, 30 sheep liver
tissues with  macroscopical parasitary fibrosis were examined histopathologically and
immunohistochemically (a-SMA, iINOS COX-2, p53 and PCNA). Livers were excessively firm and pale
due to intense fibrosis. Bile ducts were dilated and had thickened walls. Cross section of liver was
covered with white firm fibrotic foci and brownish mucous exudate and adult parasites were observed in
bile ducts. According to the histopathological examination; hepatocytes were swollen, eosinophilic and
had granules. In portal region; mononuclear cell infiltration and fibrosis were formed containing
lymphocytes, macrophages and eosinophils. In epithelium of bile ducts containing parasites, hyperplasia
was present and mononuclear cell infiltration and fibrosis were observed at the surrounding bile ducts
with variable severity. In the center, nodules (pseudolobulus) were formed by regenerated hepatocytes
which did not have central veins. Besides, granulomes surrounded by fibrous tissue containing
polynucleated giant cells and mononuclear cells were observed. According to immunohistochemical
examination; stronger positivity was observed in SMA, iNOS, COX-2, p53 and PCNA compared to
control group. Strong immunopositivity with variable severity for a-SMA was observed in prolipherated
myofibroblasts ; for iINOS was observed in macrophages, giant cells and endothelium cells of vessels; for
p53 was observed in hepatocyte cytoplasms and giant cells in granulomes; for COX-2 was observed in
myofibroblasts, smooth muscle cells of vessels and in mononuclear cell infiltrations; for PCNA was
observed in epithelial cells of bile ducts, fibroblasts and hepatocytes. It is concluded that, in fibrosis using
a-SMA in order to present connective tissue increase; using COX-2 as fibrosis and cirrhosis are in the
basis of liver tumors and COX-2 has a role in wound healing; using PCNA in order to evaluate increase
proliferation, using p53 for apoptosis, using iINOS antibody as its secreted from macrophages were found
beneficial.

Keywords: Liver parasitary fibrosis, a-SMA, iNOS, COX-2, p53 and PCNA.
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