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Deneysel olarak olusturulan karaciger sirozunda ve
normal karaciger dokusunda immunohistokimyasal
olarak Ito hiicrelerinin degerlendirilmesi
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OZET: Normal ve fibrotik karaciger dokusunda ekstraseliiler
matriks komponentlerinin depolanmasindaki seliiler ve mole-
kiiler mekanizmalar hala tam olarak anlagilamamistir. Yag
depolayan hiicreler veya lipositler olarak da bilinen Ito hiicrele-
ri, fibrozis olugmasinda biiyiik bir rol oynamaktadir. Aktive
olan Ito hiicreleri normal ve fibrotik karacigerde baglca kolla-
gen iireten hiicre tipidir.

Sunulan ¢alisma normal ve fibrotik karaciger dokusunda Ito
hiicrelerinin varligint arastirmak amaciyla yapilde. Bu deney-
sel calismada 17 rat kullanidi. Yedi rat kontrol grubu olarak
ayridi. Onuna ise CCls verilerek karaciger fibrozisi olugturul-
du. Daha sonra tiim ratlara otopsi yapilarak karacigerleri total
olarak ¢ikarildr. Parafin kesitlere immunohistokimyasal olarak
laminin, tip IV kollagen, desmin ve vimentin boyamalar: yapi-
larak Ito hiicreleri degerlendirildi. Sonug olarak, Ito hiicreleri-
nin lamininle spesifik olarak boyanma gosterdigi izlendi.

Anahtar sbzciikler: Ito hiicreleri, normal ve deneysel karaci-
ger fibrozisi

Karacigerde fibrozis geligimi &zellikle kronik
karaciger hasar1 sonucu olugsmaktadir. Fibrozis
ile karaciger i¢ci kan akiminin bozulmasini siroz
gelismese de, portal hipertansiyona yol acabilir
(1).

Karaciger fibrozisinin morfolojik bulgulari; nor-
mal ve dejenere hepatositler ¢evresinde, interstis-
yumda ve Disse arahginda kollagen birikimidir
(2). Deneysel caligmalarda periveniiler alanlarda
miyofibroblast artigi ve kollagen birikimi birlikte
goriillmektedir (2, 3).

Karacigerde oldukea az sayida bulunan fibroblast-
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SUMMARY: The cellular and molecular mechanisms involved
in the deposition of extracellular matrix components in both
normal and fibrotic liver are still poorly understood. Ito cells
(also calied fat-storing cells or lipocytes), the principal cells re-
siding in the Disse space, are considered to have great potential
for fibrogenesis. Activated Ito cells are considered to be the ma-
in collagen producing cell type in normal and fibrotic liver.

The aim of this study was to investigate the presence of the Ito
cells in normal and fibrotic liver tissue. In this experimental
study, 17 rats were used. Seven rats were used as control group.
In the other 10 rats, carbon tetrachloride (CCLy) was used for ex-
perimental induction of liver fibrosis. Autopsy was performed
on all of the rats and liver tissues were totally removed. Ito cells
were evaluated by immunohistochemical staining of laminin,
type IV collagen, desmin and vimentin on paraffin sections. It
was observed that Ifo cells were specifically stained with
laminin.
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lardan dolayr uzun yillardir matriks proteinleri
tam olarak anlagilamamistir. In vitro kiiltir sis-
temleri, immunoelektronmikroskopi ve in situ
hibridizasyon teknikleri ile hepatositlerin baz:
matriks proteinlerini sentezledigi anlagilmigtir.
Ekstraseliller matriksin yapilanmasinda perisi-
niizoidal hiicreler olan Ito hiicreleri (lipositler),
perisinuzoidal (Disse) alanda yerlegen bol miktar-
da sitoplazmik retinoid ihtiva eden hiicrelerdir.
Karaciger hasarinda prolifere olarak retinil es-
terlerini kaybeder ve endoplazmik retikulum hi-
pertrofisi gostererek myofibroblasta benzeyen
hiicrelere diniigiirler ve matriks proteinleri sen-
tezlerler (4).

Ekstraseliiler matriksin iki ana elemam; yapisal
glikoproteinler (kollagen, elastin, laminin, fibro-



Tablo 1. Karaciger fibrozisi olugturan nedenler
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Toksik Nedenler

Beslenmeye bagh faktorler : Yiiksek yag, diisiik protein diyeti
Immunolojik

Bilier : Safra duktuslannmn tikamkhig
Alkolik : Etanol iceren likit diyet

Genetik : Otozomal resessif genle gecis

: CCly, dimetilnitrozamin (DMNA) - Thioacetamide (TAA)

: Heterolog serum, endotoksin, schistosomiasis, bakteri hiicre duvar:

nektin) ve proteoglikanlardir. Normal insan kara-
cigerinde total proteinin % 4’ kollagendir. Bunun
% 53’ tip I, % 47’si tip III kollagendir. Sirotik
karacigerde ise total proteinin % 10’u kollagen
(% 75 tip I ve % 25’1 tip III kollagen) dir. Normal
rat karacigerinde ise total proteinin % 0.551 kolla-
gen olup (% 60 tip I, % 40 tip III kollagen), CCls et-
kisi ile geligen sirozda bu oran % 2'ye yiikselir.
Kollagen oranlan degismez. Normal rat karacige-
rinde tip I kollagen karaciger kapsiiliinde, portal
stromada ve Disse araliginda, tip IV kollagen duk-
tal, noral ve vaskiiler bazal membranlar ile sinii-
zoid duvarinda yer alir. Baghca kaynag Ito hiicre-
leri olan laminin ise tip IV kollagen ile beraber bii-
tiin bazal membranlarda bulunur. Ayrica vaskii-
ler endotelyal hiicreler, safra duktus hiicreleri ve
siniizoidal endotel hiicrelerinde de goriilmektedir
(5-7).

Bu yiizyilin baglarindan beri bir¢ok aragtirici ozel-
likle insanlarda geligsen karaciger fibrozisine ben-
zer bir deneysel hayvan modeli ortaya ¢ikarmaya
calismaktadir. Hayvan modellerinde gelistirilen
karaciger fibrozislerinde cesitli etyolojik faktorler
rol oynamaktadir (Tablo 1) (4).

Bu calismada CCl ile karaciger fibrozisi olugtu-
ruldu. Normal ve fibrotik karaciger dokusunda
immunohistokimyasal yéntemlerle laminin, tip IV
kollagen, desmin ve vimentin boyanma tzellikleri
degerlendirildi.

GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada 17 adet rat kullanildi. Rat-
larin ortalama agirhiklan 200 g olup, tiim ratlar
uygun kogullarda 12 hafta siire ile standart rat ye-
mi ile beslendi. Yedi rat kontrol grubu olarak se-
cilerek (1. grup) hicbir iglem uygulanmadi. Ratla-
rin 10 tanesine ise 12 hafta siireyle haftada iki
kez, zeytinyag ile sulandimlarak 0.2 mL/100 g
dozda karbontetrakloriir (CCl), batin sag alt ve
sol alt kadranlarina subkiitan olarak enjekte edil-

(2. grap).

Gintimiizde karaciger fibrozisinin deneysel
modellerinin geligtirilmesi konusunda yogun arag-
tirmalar yapilmaktadir. Ratlarda deneysel olarak
fibrozis olusturulmasinda en yaygin kullanilan ve
en eski ajan olan CCli gastrik lavaj, subkutan
enjeksiyon veya inhalasyon yolu ile uygulanabilir
(8-10). Bu yontemlerde fibrozis ve siroz olugma
siireleri farkh olmaktadir. Subkiitan uygulamada
6 hafta sonra fibrozis, 12 hafta sonra siroz olugtu-
gu bildirilmektedir (4). Caligmamizdaki olgular da
12 hafta siire ile izlenmigtir.

On iki haftanin sonunda tiim ratlara otopsi yapi-
larak karacigerleri total olarak ¢ikarildi. % 107luk
formalinle tespit edilen dokular, parafin takibe
alindi. Beg mikron kalinhigindaki kesitler Hema-
toksilen-Eozin (HE), Gomori'nin retikulum ve
Masson tri-krom histokimyasal boyalari ile boyan-
di. Ayrica olgulara avidin-biyotin peroksidaz yén-
temi kullanilarak laminin, tip IV kollagen, desmin
ve vimentin (DAKOQO) monoklonal antikorlar: ile
immunochistokimyasal boyamalar uygulandi. Kro-
mojen olarak DAP tabletleri kullanildi. Sonuglar
151k mikroskobunda incelenerek koyu kahverengi
boyanma alanlar1 pozitif olarak degerlendirildi.
Pozitif boyanma; hafif, orta ve belirgin olarak (+),
(++) ve (+++) seklinde belirtildi.

BULGULAR

Kontrol grubundaki (1. grup) 7 ratin otopsi sonu-
cu ¢ikarilan karaciger dokularinda makroskobik
bir ozellik gorillmedi. CCls verilen gruptaki (2.
grup) 10 rattan 4’iinde kesit yiiziinde kiigiik nodii-
ler yapilar, mikroskobik incelemede ise siroz geli-
simi izlendi (Resim 1). Kontrol grubundaki olgula-
rin ikisinde portal alanda minimal (+) mononiikle-
er yangi, bir olguda konjesyon ve ii¢ olguda hepa-
tositlerde bulanik sigme ile karakterli dejeneratif
degigiklikler izlendi. CCl: verilen gruptaki 4 olgu-
da tam olarak gelismis rejenerasyon nodiilleri, 6
olguda ise tam geligsmemig (inkomplet) nodil yap:-
1an, purtal slanliarda uria derecede ve velirgin vad
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Resim 1. CCL verilen grupta olugturulan karacifer
sirozu (HE x 10)

dokusu artig, 7 olguda yaglanma, 6 olguda portal
alanda orta derecede mononiikleer yang: ve Kupp-
fer hiicre hiperplazisi ile belirgin konjesyon izlen-
di. Ayrica bu olgularda safra duktus epitellerinde,
damar duvarlarinda ve hepatositlerde dejeneratif
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Resim 2. CClL verilen grupta Ito hiicrelerinin
goriiniimii (HE x 40)

degigiklikler goriildii. Tablo 2'de 1. ve 2. gruptaki
olgulann histopatolojik bulgulan sunulmustur,
Kontrol grubundaki 7 olgunun 2’sinde ve difer
gruptaki 10 olgunun 6'sinda perisiniizoidal ve he-
patositler ile siniizoid endotelleri arasindaki alan-

Resim 3. Tip IV kollagenle Ito hiicreleri, dejenere hepa-
tositler, bag dokusu ve portal alanlarda (++) boyanma
(Tip IV kollagen, Dako, ABC x 20)

Resim 4. Lamininle Ito hiicreleri, siniizoid endotelleri
ve periportal dejenere hepatositlerde (++) boyanma
(Laminin, Dako, ABC x 20)
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¥ By 2. Grup Tablf) 2. Koni;r:ol grubu (1 grup) ve
- - CCl ile karaciger fibrozisi olugturu-
Komplet rejenerasyon nodiilleri - 4 olguda (+) lan (2. grup) olgularda saptanan
Inkomplet rejenerasyon nodiilleri - 6 olguda (+) histopatolojik bulgular
Portal alanlarda bag dokusu artis - (++), (+++)
Yaglanma - 5 olguda mikrovezikiiler,
2 olguda makrovezikiiler.
Portal alanda yang1 + (++)
Kuppfer hiicre hiperplazisi - (++)
Konjesyon ++ (+++)
Dejeneratif degisiklikler + Safra duktuslari, damar

duvarlan ve hepatositler (++)

larda, oval yuvarlak niikleuslu, genis berrak si-
toplazmal Ito hiicreleri dikkati ¢ekti (Resim 2).

Immunohistokimyasal boyamalarda kontrol gru-
bundaki iki olguda saptanan Ito hiicrelerinin la-
mininle, birinin ise tip IV kollagenle boyandif iz-
lenmistir. CCls verilen grupta ise; 6 olguda sapta-
nan Ito hiicrelerinin tiimii lamininle (++), 4 olgu
tip IV kollagenle (++), 3 olgu desmin ile (+), vimen-
tin (-) olarak degerlendirilmistir (Resim 3 ve 4).

Ikinci gruptaki olgularin avidin-biotin peroksidaz
yontemi ile yapilan immiinohistokimyasal boya-
malarimin sonuglar: Tablo 3’te sunulmugtur.

TARTISMA

Ekstraseliiler matriksin, son yillardaki caligmalar
1s1ginda son derece dinamik bir gekilde, hiicre di-
feransiyasyonu, hiicrelere bilgi iletme ve hiicre
iligkilerini korumakta rol oynadig belirlenmistir.
Daha once pasif sekilde karaciger hasarina bagh
olarak biriktigi diigiiniilen retikiiler fibrozisin sa-

dece yer kaplayan ozelligi olmadigi, bunun yanisi-
ra ekstraseliiler matriksin kompozisyonunu degis-
tirmesi sonucu hepatosit fonksiyonlarim degistir-
digi, hiicre hareketi, polarite ve gen ekspresyonla-
rim etkiledigi anlagilmistar (1, 11).

Yapilan ¢ahgmalarda CCl: uygulamasindan sonra
goriilen histopatolojik bulgular; yaglanma, sentri-
lobiiler alanlarda nekroz, septal ve nonseptal fib-
rozis sonrasi siroz gelisimi olarak bildirilmektedir
(4, 8). Ayrica, bu olgularda Ito hiicrelerinin varhg
da gozlenmistir. Deneysel modellerde Ito hiicrele-
ri beslenme bozuklugu, toksik ve immiinolojik et-
yoloji ile ortaya ¢ikmaktadar.

Myofibroblastlara doniigerek fibrozis olusturan
Ito hiicreleri, kollagen sentezini regiile eden A vi-
taminini de depolamaktadir. Fibrozis arttikea, ka-
racigerde A vitamini progressif olarak azalmakta-
dir (2). Ito hiicreleri; nonparankimal karaciger
hiicreleri olup, perisiniizoidal arahkta, hepatosit-
ler ile siniizoid endotel hiicreleri arasinda bulu-

Tablo 3. CCl4 ile karaciger fibrozisi olugturulan ratlarda saptanan immunohistokimyasal bulgular

Laminin Tip IV Kollagen Desmin Vimentin
Portal alanlar ++ ++ % -
Periportal hepatositler ++ % ++ "
Siniizoid endotelleri ++ s . -
Safra duktuslarn + - = ”
Dejenere hepatositler ++ + -
Bagdokusu bandlan - 4+ 3 + (n=1)
Damar duvarlan - = + -
Ito hiicreleri ++ (n=6) +4+ (n=4) + (n=3) =
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nurlar. Deforme goriiniimlii, heterokromatik niik-
leuslu ve lipid igeriginden dolayi, genis berrak si-
toplazmal1 hiicrelerdir.

Bu calismada toksik madde 12 hafta siire ile veril-
dikten sonra rat karacigerleri incelendiginde,
CCls’e bagh rejenerasyon nodiilleri ve bag dokusu
artig1 izlendi. Ayrica kontrol grubunda 2 olguda,
diger grupta ise 6 olguda fazla miktarda Ito hiic-
resi dikkati cekti. Ito hiicreleri, ekstraseliiler mat-
riks proteinlerinin baglica kaynag: olan laminini
de sentezlemektedir. Laminin 850.000 dalton
agirhginda bir glikoproteindir. Disse aralhiginda
vaskiiler endotelyal hiicreler ve safra duktus hiic-
releri gevresindeki yapilarda gézlenir. Normal ka-
racigerde Ito hiicreleri ve endotel hiicreleri lamini-
nin baglica kaynag iken fibrotik proceslerde lami-
nin artmaktadir. Caligmamizda CCl ile karaciger
fibrozisi olusturulan 10 olgudan 6’sinda Ito hiicre-
leri saptanmig ve tiimiinde laminin pozitifligi iz-
lenmistir.

Normal sartlarda tip IV kollagen perisiniizoidal
alanlarda, hepatik arterler, portal venler ve safra
duktuslar cevresinde boyamir (6, 12). Olgular-
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