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1.GIRIS VE AMAGC

Tip 1 Diabetes Mellitus pankreatik Langerhans adaciklarinin
beta hucrelerinin bazi genetik HLA alelleriyle iligkili olarak otoimmun
harabiyeti ve yitimiyle seyreden siiregen bir hastaliktir' . Ekzojen insiilin
tedavisi, Tip 1 diyabetli hastalarda yasam kalitesini arttirmak ve diyabetin
suregen komplikasyonlarini 6nlemek ya da geciktirmek icin tek segenektir.
Ancak yogun insulin tedavisinin suregen komplikasyonlari 6nlemede
yeterli basariya ulasamadi§i gbézlenmektedir. Ayrica ¢oklu uygulama
gerektirmesi ve uyumu kolay olmayan bir tedavi yontemi olmasinin yani
sira zamanla ciddi hipoglisemik ataklara duyarsizlasmaya neden
olabilmektedir®. Yogun insiilin tedavisinin kisitlayici yonleri, Tip 1 diyabetli
hastalarda daha fizyolojik glisemik denetim saglayacak yontemlerin
gelistiriimesini saglamistir. Ayni zamanda pankreas ve bdbrek nakli
yapilan hastalarin %80’inin ilk bir yil icerisinde insulinden bagimsiz hale
geldigi gdzlenmistir®. Ancak bilylik cerrahiye bagli yan etkiler ve uzun
sureli immun-baskilayici tedavi gerektirmesi bu tedavinin kisitlayici
yanlaridir. Pankreasin %2’ sinden daha az bir kismini olusturan adacik
hicrelerinin izole edilerek, daha az-invazif yoldan (portal vene inflizyonla)
karacigere nakledilmesine yonelik ¢alismalar 1990’ larda hiz kazanmistir.
ik basarili sonuglar 90’ li yillarin sonunda gelmeye baslamistir. Shapiro ve
arkadaglarn, 7 tip 1 diyabetli hastanin adacik hucre naklinden sonra
insulinden bagimsiz hale geldiklerini aciklamislardir®. Pankreas adacik
hicre nakli, tip 1 diyabetli hastalar icin yeni ve umut verici bir yontem
olmasina kargin halen secilmis hastalarda uygulanan deneysel bir
uygulamadir. Adacik naklinde ©6nemli bir sorun kan aracili inflamatuar

tepkime sonucu adacik yiizeyinde hizla trombosit birikimi olmaktadir®.



Adaciklarin transplantasyonu genelde karaciger portal ven’
inden yapilir. Adaciklar verildikten sonra karacigerin sol lobuna yayilmaya
baslar ve sinusoidlere yerlesirler. implante edilen adaciklardan salinan
insulin karacigerde yapisal ve iglevsel bazi degigikliklere ugramaktadir.
Adacik hucre nakliyle uzun sureli, insulin bagimsiz daha fizyolojik bir
metabolik denetim saglamak ve hipoglisemiye duyarlihd arttirmak
hedeflenmektedir. Aliclyr immuan- baskilayici tedavinin potansiyel yan
etkilerine etkin birakmadan, graftin 6mrini uzatmaya ve iglevselligini

korumaya yonelik arastirmalar halen siirmektedir®”.

izolasyon sirecinde olusan hipoksi ve oksidatif stres,
hicrelerde sitokin aracili apoptoz ve nekrozu uyarmakta ve hicre yitimine
neden olabilmektedir. Nakil 6ncesi adacik hicrelerinin kaltlr edilmesinin,
preparatlardaki hucre yogunlugunu arttirip hucre canlihgini uzattigina
yonelik veriler bulunmaktadir®. Sicanlarda yapilan bir calismada, gebelik
suresince insulin dizeyi ve pankreas adacik hucrelerinde artis oldugu
gbzlenmis ve gebelik sirasinda yuksek olan progesteron hormonunun bu
artista rol oynadigi ileri striimustir®. Diger yandan adacik hiicrelerince
sentezlenen doku faktoru (TF) ve makrofaj kemo-atraktan protein (MCP-1)
gibi molekuller; portal infuzyon sonrasi trombotik ve immunolojik

tepkimelere yol agabilmektedir'®.

Bir cok merkezde adacik hicreleri transplantasyon oncesi
kiiltire edilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir**™*2. Hiicrelerin kiiltiire
edilmesi ayrica nakil dncesi hazirliklar icin zaman kazandirmakta, cesitli

mikrobiyolojik-pirojenik testler ve iglev testlerinin uygulanmasina olanak



saglamaktadir. Yine de nakil oncesi kultir asamasinda da %20-30
oraninda hiicre yitimi olmaktadirt. Uygun inkiibasyon kosullarinin
saglanmasi, besi yerlerinin geligtiriimesi ve ortama eklenerek hucre
canhligini uzatacak maddelerin bulunup gelistiriimesine yonelik guncel

calismalar sirmektedir.

Bizde calismamizda kultire adacik hucrelerinin karaciger
portal ven’ inden verildikten sonra canliliginin nasil etkilendigini
gOsterebilmek ve progesteron hormonunun etkisini  belirleyebilmek
eregiyle in-vitro kosullarda adacik+ hepatosit ko-kdllttriine progesteron
hormonu ekleyerek adaciklarda floresan boyama ile canllik 6lgimu, BrdU
ile boyayip akim sitometride sayarak proliferasyonuna olan etkilerini ve
glukoz tolerans testi ile fonksiyon 6lcimi yapmayi ve gruplar arasindaki

farkhliklari belirlemeyi amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Pankreas Gelisimi

Pankreas, duodenumun proksimal kismina dogru gelisim
gOsteren ve On barsagin kaudal pargasindan koken alan endodermal
hdcrelerinden gelisen bir organdir. Gelisimin erken evrelerinde dorsal ve
ventral tomurcuklardan olusur. Dorsal pankreas tomurcuk’ u daha
buyuktur ve kranialde dorsal mezenter igerisinde yer alir. Ventral tomurcuk
ise ventral mezenter yapraklari arasinda safra kanalina yakin olarak

yerlesmistir®*4.

Duodenum saga dogru donip ‘C’ seklini alirken, ventral
tomurcukta arkaya go¢ edip dorsal pankreas tomurcugunun arkasinda
yerini alir. Bunu izleyerek ventral ve dorsal pankreas tomurcuklarinin

parankimve kanal sistemleri birlegirler.

Ventral pankreas tomurcugu ; unsinat uzantiyr (unicate
process) ve pankreas basinin inferior pargasini yapar. Bezin geri kalan

kismi ise dorsal pankreas tomurcugundan gelisir'®.



Ana pankreas kanal (Virsung kanall) dorsal pankreas
kanalinin distal kismi ile ventral pankreas kanalinin tumunun birlesmesi ile
olugur. Dorsal pankreas kanalinin proksimal kismi ya timuyle kapanir ya
da ana kanalin yaklasik 2 cm kadar yukarisinda aksesuar kanal (Santorini
Kanali) olarak kalir. Ana pankreas kanall safra kanali ile birlegserek major
duodenal papilla’dan duodenuma agilir. Aksesuar kanal ise mindr

duodenal papilla’ dan duodenuma acilir ve salgisini buradan bosaltir'*.

Endokrin salgl yapan Langerhans adaciklari intrauterin 3.
ayda pankreas parankiminden geliserek organin timiine dagilir. insulin

salgisi 5. ayda baslar. Glukagon ve somatostatin salgilayan hucrelerde

parankimal hiicrelerden gelisir®™*>.

Bag dokusu kapsulu ve loblar arasi septalar ¢gevre splaknik

mezodermden koken alarak geligir**™*°.



2.1.1. Pankreas Anamolileri

2.1.1.1. Aksesuar Pankreas Dokusu

Pankreasin normal olmasi gereken yerin disinda baska bir
yerde bulunmasi olgusudur. Ozafagus alt ucundan, primer barsagin alt
ucuna kadar herhangi bir bodlgede gorulebilir. Siklikla mide ya da
duodenum duvarinda yada ileal divertikilde yerlesiktir. Pankreas’a 6zgu

tum histolojik 6zellikleri gosterir.

2.1.1.2. Annular Pankreas (Halka Sekilli Pankreas)

Genelde ikili pankreas tomurcugunun duodenum gevresinde
bdyUmesi ile olusur. Ventral tomurcugun sagdaki pargasi normal
yonundeki goégunu surdurlirken, sol pargcasi aksi yonde haraket eder.
Sonra dorsal tomurcuk ile bir pankreas halkasi olusturacak sekilde birlegir.
Bu dogumdan once ya da ergin donemde duodenumun tikanmasina

neden olabilir. Daha gok erkeklerde gériilen bir anamolidir***>.



2.2. Pankreas Anatomisi

Pankreas; epigastrum ve sol hypochondrium bdlgesinde,
bursa omentalis’in arkasinda, Planum transpyloricum’ u c¢aprazlayan

uzunlamasina bir organdir. Karin arka duvarini transvers gecgerek

duodenumdan dalaga kadar ulasmaktadir'®*"*8,

Cok yumusaktir ve fiziki muayenesi yapilamamaktadir. Gri-

pembe renkli ve dis yiizii hafif lobiillenme gdstermektedir'®™*°.

Pankreas anatomik olarak dort bolimden olusur.
-Caput Pankreatis

-Collum Pankreatis

-Corpus Pankreatis

-Cauda Pankreatis™®



2.2.1. Caput Pankreatis

Pankreasin en genis bolumudur. Disk seklindedir. Orta
¢izginin saginda , duodenumun ilk U¢ bolumunun olusturdugu ‘C’
seklindeki kavsin iginde,1., 2., 3. Ilumbar vertebra duzeyinde

bulunmaktadirt®*®,

Caput pancreatis’ in bir bélimU arteria ve vena mesenterica
superior’ un arkasinda sola dogru ilerler ve bu kisim ‘processus uncinatus’
olarak isimlendirilir'”*8. Processus uncinatus bazen pankreastan timiyle
ayrilmis kuguk bir lob seklinde de olabilir. Bu gibi loblara ‘pancreatis
accessorium’ (Winslow) denilmektedir. Processus uncinatus ile caput
arasinda incisura pancreatis denilen bir c¢entik bulunur. Bu c¢entikten

arteria ve vena mesenterica superiorlar pankreas on yuzune glkarlar16'19.

Caput pancreatis periton ve bag dokusu ile duodenuma
yapigiktir. Bu yapisma bolgesinde duodenum kavsi ile pankreas basi
arasinda C seklinde bir oluk vardir. Bu olukta a. Pancreaticoduodenalis
superior ve inferior birlegirler ve pankreasin 6n ytzune dagilan dallarini

verirler'®1®,



Caput pancreatisin 6n yuzanin sag ve vyukari kismi
peritonsuzdur. Mesocolon transversumun baslangi¢c kismina gevsek bag
dokusu ile tutunur. On yiiz bu alanin altinda ince barsaklar ile, Ustiinde ise

bursa omentalis ile komsudur'®*®.

2.2.2. Collum Pancreatis

Cauda pancreatis’ den sonra 6ne ve yukari dogru uzayan
parca 2-2.5 cm uzunlugundadir. Corpus pancreatis ile birlesir. Arka yuzu
V. mesenterica superior ve bunun devami olan v. porta hepatis ile
komsuluk yapar. Bu damarlari arkadan proc. uncinatus, 6nden collum
pancreatis kusatir. Arka ylzunde v. linealis ile v. portae hepatis birlegir.
Tuber omentale denilen collum pancreatisin sol tarafinda hafif bir ¢ikinti

bulunur'®.

2.2.3. Corpus Pancreatis

1.ve 2. lumbar vertebra duzeyinde sagdan sola ve biraz da

yukariya dogru uzanir. Ug yiz ve (i¢c kenara sahiptir.



2.2.3.1. Yuzler;

2.2.3.1.1.Facies anterior(6n yuz): Pankreasin periton ile

ortulu yadzudur. Mideden bursa omentalis ile ayriimigtir.

2.2.3.1.2.Facies posterior(arka yuz): Periton ile ortaludur.

Sagdan sola dogru; aorta, a. mesenterica superior, v. renalis, sol v.

splenica, gl. suprarenalis sinistra ve sol bobrek ile komsuluk yapar.

2.2.3.1.3.Facies inferior(alt yiiz): Periton ile ortulidir. Flexura

duodenojejunalis ve jejenum kivrimlarinin Gzerinde yer alir.

2.2.3.2. Kenarlar

2.2.3.2.1. Margo superior: Sagdan sola ve biraz da yukariya

dogru uzar. Kuyruk kismina yakin sola daralir ve sivrilesir. Bu kenarin sag
ucunda tuber omentale bulunur.Ust kenar, truncus coeliacus, a. renalis’ in

baslangici ve gang. coeliacum ile komsuluk yapar.
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2.2.3.2.2. Margo anterior: On ve alt ylzler arasinda

bulunmaktadir. Bu kenara mesocolon transversum yapigir.

2.2.3.2.3. Marqo inferior: Arka ve alt yuzler arasinda bulunur.
16-20

Sagindan ve altindan a. v. mesenterica superior ¢ikar

2.2.4. Cauda Pancreatis

Pankreas govdesinin sol tarafa dogru devamidir. Kuyruk
bolimand olusturur. Yuvarlak- kalin ya da yassi-ince sekilli olabilir. Sol
tarafta hilum splenicum, asagida flexura coli sinistra ve arkada sol hilum
renale ile komsuluk yapar. Cauda pancreatis bazen dalaga kadar gitmez
ve 3-4 cm kala sonlanir. Boyle durumlarda cauda pancreatis, periton
yapraklarindan olusan lig. pancreaticolienale araciligi ile dalaga baglanir.
Cauda pancreatisin arkasinda ilerleyen dalak damarlari bu bagin

yapraklari arasinda bulunur ve dalak hilusuna girer*®%.
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2.2.5. Ductus Pancreaticus(Wirsung Kanali)

Pankreasi soldan saga caprazlayan kanaldir. Arka yuze
daha yakin yerlesim gosterir. Cauda pancreatiste, lobuluslara ait kiguk
kanallarin birlesmesi ile olusmaya baslar. Caput pancreatis’ e gelince
asagl ve arkaya dogru bukulerek devam eder ve burada bazen bezin
icinde bazende arka yiiziinde ductus coledochus’la yan yana gelir. Iki
kanal birlikte egik bir sekilde 15 mm ilerledikten sonra pars descendens
duodeni’ nin duvarini delerler. Burada ampulla hepatopancreatica denen
bir genigleme yaparlar. Papilla duodeni major’ un tepesine acilir. Ductus
coledochus ve Ductus pancreaticus ayri ayri dupdenuma acildigi
durumlarda ampulla ince bir mukoza plikasi ile ikiye ayriimis olur. Uglinci
bir olasilik da ampulla hi¢ olusmaz iki kanalda ayri ayri dogrudan papilla

duodeni major'e agl|lr16—18-19-20.

Siklikla ek bir kanal daha bulunmaktadir. Bu kanal caput
pancreatis’ in alt ucundan gelen kuguk kanallari alir ve ductus
pancreaticus accessorius olarak adlandirilir. Esas ductus pancreticusun’
un 6nunde yukariya dogru ilerler. Ve ara bir kanal ile ductus pancreticus’ a
baglanir. Ductus pancreaticus accessorius duodenuma papilla duodeni
minor’ den acilir. Esas kanalin tikali oldugu durumlarda aksesuar kanal tek

basina bosaltici islevi yapar'®®.
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2.2.6. Oddi Sfinkteri

Oddi sfinkteri ampullanin gevresindeki kas duzenidir. Birgok

varyasyonu vardir. Cogunlukla;

1.Sphincter choledochus: Duodenum duvarina girdigi
noktadan ampullaya kadar ductus choledohus’ u sarar. Safra akimi ve

safra kesesinin dolmasini denetler.

2. Sphincter pancreaticus: Ductus pancreatis’ In

intraduodenal kismini sarar. Bazen bu kas yapisi hi¢ bulunmayabilir.

3. Sphincter ampullae: Ductuslarin birlestigi noktadan

papilla’nin tepesine kadar ampullayi sarar.

13



4. Longitudinal lifler: Kanallarin duodenuma girdigi noktadan,
papilla’ nin tepesine kadar uzanarak kanallari birbirlerine veya duodenum

duvarina badlar.

5.Destek lifleri: Duodenum duvarinin longitidunal kas lifleri
sphincterin longitidunal liflerine baglanirlar. Ampullanin genislemesini

onlerler'®.

2.2.7. Damarlar

2.2.7.1. Arterler

A.splenica, pankreasin govde ve kuyruk kisimlarini, a
.pancreaticoduodenalis superior ve inferior ise pankreasin bas kismini
besler. Bu damarlar septalar boyunca buyuk dallara ayrilarak interlobuler
kanallar ve asinusler ¢evresinde kapiller aglar olustururlar. Kuguk arterler
Langerhans adaciklarinin kapsdullerini delerek pencereli kapillerlere

dallanirlar ve kan akimi adacigin merkezinden periferine dogru olur.
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2.2.7.2. Venler

Arterlerin izledigi yollari izleyerek organi terk eden venul ve

venler v. porta, v. splenica ve v. mesenterica superior’ a dokiiliirler®.

2.2.8. Lenf Damarlan

Lenf damarlari asinuslar ¢evresinden baslarlar. Cogunodi
lymphatici pancreatica splenci’ ye agcilirlar. Bir kismi ise nodi lymphatici
pylorici’ ye bosalir. Bu lenf dugumlerinde de nodi lymphatici coeliaci ve

nodi lymphatici mesenteri superiores’ e agilirlar®.

2.2.9. Sinirler

Sempatik sinirler torakal 5. ve 9. segmentlerden n.
splanchnicus major vyolu ile gelirler. Bazen torakal 10. ve 11.
segmentlerdende lifler ganglia coeliaca ve ganglion mesentericum

superius’ da sinaps yaparak gelirler

15



Parasempatik sinirler n. vagus’ dan gelirler. Her iki lif de

pleksus coeliacus’ da birbirleri ile karisirlar'®.

Parasempatik sinir uglari hucrelerde sonlanir ve salgiyi
arttirir. Sempatik lifler ise damar daralticidir (vazokonstriktér) ve salgiyi

azaltirlart®?®,
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2.3. Pankreas Histolojisi

Pankreas yaklasik 25 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde, 1-

2 cm kalinhginda ve 150 gr agirhdinda vacut arka duvarina yerlesik karisik

bir bezdir. Taze dokunun rengi agik pembe, sari yada beyazdir®*?,

Pankreas endokrin ve ekzokrin bdliimlerden olusmustur?®2*

2425 Digstan az gelismis, ince siki bag dokusundan bir kapsiil ile

cevrelenmistir®t242°,

Kapsulden organin igine dogru giren bag doku
bolmeleri onu lobcuklara ayirir. Bu bag doku bodlmelerinde damar ve

sinirlerle birlikte bllylik bosaltim kanallari yer alir?.

Lobuluslar i¢inde pankreasin ekzokrin kismi olan ve enzim
salinimiyla yukimlu ser6z son kisimlar ve bunlarin intralobuler kanallar

ile endokrin kismi olusturan Langerhans adaciklari bulunmaktadir®®?’.
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2.3.1. Endokrin Pankreas

Pankreasin endokrin kismi ekzokrin doku i¢erisinde yer alan
Langerhans adaciklari olarak adlandirilan hdcre topluluklarindan
olusmustur. 1869 vyilinda Paul Langerhans, mikroskopla pankreasin
yapisini incelerken, ekzokrin dokunun iginde yayilmis hicre kimelerine
rastlamigtir. Bir sire sonra Eduard Laguesse, daha sonralari “Langerhans
adaciklar’” diye anilacak olan ve o ddénemde iglevleri bilinmeyen bu
hicreler icin, sindirimde rolli olan bir salgi Uretiyor olabilecekleri fikrini
ortaya atmistir. 1889’ da Oscar Minkowski, Joseph von Mering ile birlikte
yaptiklari bir c¢alismada, pankreasin sindirim Uzerindeki olasi rolinu
gOsterebilmek igin saglikh bir kdopegin pankreasini ¢ikarmigtir. Bundan
birkag gun sonra, kopegin idrarinin Uzerinde sineklerin ugustugu
farketmigler ve kopegin idrari test edildiginde ise icinde seker oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bu, pankreas ve seker hastaligi arasindaki iligkiyi ortaya

koyan ilk bulgu olmustur.

1901 yilinda ise, Eugene Opie’ nin Langerhans adaciklari ile
seker hastaligi arasindaki baglantiy1 agik¢a ortaya koymasiyla, bir baska

onemli adim atilmistir®®.
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1916 yilinda Schafer, pankreatik adaciklardan antidiabetik
bir hormonun salgilandigini 6ne sirmus ve Latince’ de “ada” anlamina

gelen “insula” olarak isimlendirmistir®®.

1920’ lerin baslarinda Frederick Banting ve John Macleod
pankreastan diabetik hayvanlarin kan sekerini dusurebilen bir madde elde
etmeyi basarmiglardir. Diabetik hastalarda insulinin kullanilabilmesi ise

1922 yilinda gerceklesmistir=°.

1923 yili Nobel 6dulleri komitesi insulinin basaril bir sekilde
elde edilebilmesi ve diyabetin insulin ile tedavi edilebilir hale gelmesi

lizerine Banting ve Macleod’ a Nobel fizyoloji 6diiliini layik gérmislerdir®®.

1926’ da Abel kristalize insiilini**, ardindan Jensen ve Evans
B-zincirinin N-terminal fenilalanini hidrolize etmis ve insulinin protein

yapida oldugunu gostermistir®.

Adaciklar ortalama 100-200 pym c¢apindadir. Bir adacik 1000
kadar hicre igerir. Bunlarin % 80’ i beta hucreleridir ve bu hucreler,
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adacigin merkezinde, diger hucreler tarafindan c¢evrelenmis olarak
bulunur. insan pankreasinda bir milyon kadar adacik bulunur ve adaciklar,

pankreasin toplam kitlesinin sadece % 1’ ini olustururlar®®. Langerhans

adaciklari pankreasin kuyruk bélimiinde daha yogun bulunurlar®.

Adaciklar hemotoksilen—eozin ile koyu renk boyanan

ekzokrin pankreas igerisinde daha agik boyanmis olarak gériiliirler®.

Adaciklar poligonal hucrelerin duzensiz bir sekilde bir araya
gelmeleri ve aralarinda pencereleri kapillerler igermeleri ile
ozellesmislerdir.?” Bu hiicreler endokrin hiicrelerin yilizeyinde bulunan
hiicre adezyon molekiilleri (CAMs) ile baghdirlar®**®. Adacigi retikiler
liflerden yapili ince bir kapsil cevreleyerek ekzokrin dokudan ayirir?’. Bu

lifler adacik igindeki kapillerleride sarar®.

Langerhans adaciklari 5 tip hticreden olusmaktadir. Bunlar;
1. Alfa Hucreleri

2. Beta Hucreleri

3. Delta Hucreleri

4. PP(Pankreatik polipeptid) Hucreleri

5. Gamma Hucreleri’ dir?*,
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Bu hucre tiplerini aligilagelmis histolojik tespit ve boyamalarla
birbirinden ayirmak olanaksizdir. Tespit ve boyamalari 6zel yontemler
uygulayarak yapilabilir. Ornegin; Zenkel-formol tespitinden sonra Mallory-
Azan boyasi uygulandiginda A, B, D hucre tanimlanabilir. Bu yontemde A
hacreleri kirmizi, B hucreleri agik kahve- turuncu ve D hucreleri ise mavi

renkte gozlenir®.

2.3.1.1. B (beta) Hucreleri

Beta hucreleri bir Langerhans adacidinin % 70’ ini
olustururlar. Adacigin merkezinde yerlesmislerdir. Gorevleri; yiksek kan
sekerini dustirmekten sorumlu hormon olan insulin salgilamaktir. EM.
incelemelerinde sitoplazmada 300 nm c¢apinda granudller gozlenir.
Grandller. elektron yogun bir 6z ve gevresinde genis , az yogun bir halka
ile cevrelenmis olarak gorulurler. Elektron yogun 0z bolgesinde g¢inko
iceren duzensiz insulin kristalleri bulunmaktadir. Hucrelerde Golgi
kompleksi iyi gelismigstir. GER sisternalari azdir, mitokondriyonlar Alfa

hlcrelerine karsin daha geligkindir.
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2.3.1.2.A (alfa) Huicreleri

Alfa hucreleri Langerhans adaciginin % 20’ sini olusturur.
Adacigin kenarlarinda yerlesim gosterirler. Gorevleri; dusuk kan sekerini
dizenlemek olan glukagon hormonunu salgilamaktir. EM incelemelerinde
sitoplazmalarinda 250 nm c¢apinda duzenli granuller icerdikleri gorulUr.
Granuller elektron yodun bir 6z ile ¢evresinde , az yodun bir bdlgeden
olusmustur. Cekirdege komsu Golgi kompleksi iyi gelismistir. Az miktarda

GER tubuluslar ve degisik buyuklikte mitokondriyonlar igerirler.

2.3.1.3. D (delta) Huicreleri

Delta hicreleri Langerhans adaciginin % 5’ ini olustururlar.
Genellikle A hucreleri ile birlikte adacigin kenarina yerlesiktirler. Gorevi;
parakrin etki ile diger hucrelerin hormon salgilamasini baskilayan,
endokrin etkisiyle de safra kesesi kaslarinin kasilmasini saglayan
somatostatin hormonu salgilamaktir. EM incelemelerinde
sitoplazmalarinda 350 nm c¢apinda az yogun ve homojen granuller
icerdikleri izlenir.
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2.3.1.4. y (gamma) Hucreleri

Gamma hucreleri Langerhans adaciginin % 1" ini
olustururlar. Tum adacik igerisinde homojen yayilim gosterirler. Gorevi;
mide paryetal hucrelerinden HCI Gretimini uyaran gastrin hormonu

salgilamaktir.

2.3.1.5. PP (pankreatik polipeptid) Hucreleri

PP hucreleri Langerhans adaciginin % 1’ ini olustururlar.
Adacik igerisinde daginik halde bulunurlar. Gorevi; pankreasin ekzokrin

salgisini baskilayan pankreatik polipeptid salgilamaktir®242427-3¢,
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2.4. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas i¢ yapisiyla tukuruk bezine benzerlik gosteren
bilesik bir bezdir. Ekzokrin ve endokrin salgi yapar. Ekzorkin kismi bezin
bayuk bir bolumunu kapsar. Pankreasin endokrin kismini ise Langerhans

adaciklari olusturur®’-3839-40,

2.4.1. Endokrin Pankreas:

Langerhans adaciklari ekzorin kismin i¢cinde bulunmaktadir.

Hormon sentezleyip salgilamakla yikimliidir.

Langerhans adaciklari pankreasin bas ve gdvde kismina
karsin kuyruk bolimidnde daha fazladir.76 x 175 um boyutlarinda, oval
sekilli hiicre topluluklarinda olusmaktadir®®“!. Adaciklarin sentezledikleri
hormonlari portal ven icine bosaltir. Bu o0zellik mide bagirsak sistemi

disinda diger endokrin bezlerin higbirinde izlenmez*'.
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Langerhans adaciklarinda 5 farkli hicre tipi bulunmaktadir.

Bunlarin herbirinden farkli hormonlar salgilanir?*384*,

insan pankreasinin kuyruk, gdévde ve basinin én ve Ust
kismindaki adaciklarin kenar kisminda ¢ok sayida Alfa hicresi ile birkag
adet PP hucresi bulunurken, sicanlarda ve olasilikla insan pankreasinin
basinin arka tarafindaki adaciklarda ¢ok sayida PP hlcresi az sayida Alfa
hicresi bulunmaktadir. Alfa hucrelerinden zengin adaciklar embriyonel
olarak dorsal pankreas tomurcugundan, PP hlicresinden zengin adaciklar

ise embriyonal ventral pankreas tomurcugundan gelismislerdir® .

Adacigi olusturan hucreler arasinda iletisim oldugu ortaya
konulmustur. Alfa ve Beta hicreleri arasinda desmozomlar, siki baglanti
birimleri ve neksuslar araciigi ile baglanti saglanmaktadir. Hucreler
arasinda baglanti birimlerinin belli bir dizene gore olmasi bunlarin islevsel
birim olarak galistiklarini akla getirmektedir®’. islevsel birliktelik hiicrelerin
bir kisminin digerlerinin salgilarini denetlenmesini saglar. Somatostatin,
insulin ve glukagon salgisini baskilarken, insulin, glukagon salgisini

baskilamaktadir® .
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2.4.1.1. Pankreastan Salgilanan Hormonlar

2.4.1.1.1. insiilin

Langerhans adaciklarindaki Beta hucrelerinden salgilanir.
Protein yapisinda bir hormondur. Dislilfit bagi ile baglanmis iki polipeptid
zincirinden olusur. Insilin karbohidrat metabolizmasini diizenleyen en

onemli hormondur. Yag ve protein metabolizmasi Uzerine etkileri de
bulunmaktadir.

2.4.1.1.2. Glukagon

Langerhans adaciklarindaki Alfa hicrelerinden salgilanir. 29
aminoasitten olugsmus protein yapida bir hormondur. Kan glukoz duzeyini
yukseltir. Glukagonun etkisi karaciger Gzerinedir.
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2.4.1.1.3. Somatostatin

Langerhans adaciklarindaki Delta hiucrelerinden salgilanir.14
aminoasitten olusan bir peptid hormondur. insiilin,glukogon,ve pankreatik

polipeptit salgilanmasini baskilar etkisini parakrin olarak gosterir.

2.4.1.1.4. Pankreatik Polipeptit

Langerhans adaciklarindaki PP hucrelerinden salgilanir.
Yiyeceklerin emilmesini yavaslatir. Gergek fizyolojik islevi tam olarak

bilinmemektedir®39-41,
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2.5. Karaciger Geligimi

Karaciger tomurcugu gelisimin 3. haftasi ortasinda on
barsagin distal ucunda endodermal bir epitel ¢ikintisi olarak belirir. Burasi
tam gelismis duodenumun ikinci bolumunun ortalarina rastlar. Karaciger
tomurcugunu olusturan endodermal epitel hucreleri hizla g¢ogalarak
septum transversum denilean splanknik mezodermin igine dogru ilerlerler.
Karaciger tomurcugu sag ve sol dallara ayrilir. Bu dallanmalar ve
endodermal hucrelerin yaptigi kordonlar, damarli mezoderm igine dogru
buyurken, hucre kordonlari bir yandan da birbirleri ile anastomozlar
yaparlar. Ana karaciger tomurcugu ile onun sag ve sol loblari kanalize
olarak ana hepatik kanal, sag ve sol hepatik kanallari olustururlar. Daha
sonra karaciger hucre kordonlari icinde daha ileri bir kanalizasyon olur ve
kanal sistemi safra kapilleri ile birlesir. Bu arada karaciger tomurcugunun
ventralindeki kicuk cikinti safra kesesi ve duktus sistikus’u olusturur.
Karaciger hucre kordonlari septum transversum iginde ilerleyen v.
omfalomesenterica’ lar etkileyerek bir aj yapmaya zorlar. Boylece ilk
karaciger sinuzoidleri olusur. Ayni zamanda karacigerin diginda bulunan v.
umblicalis’ ler de karaciger ile baglanti kurarlar. Karacigerin tipik yapisi
olusurken, septum transversum’ a ait olan mezoderm, organin bag dokusu
bdlmelerini yaparak karacigeri lop ve lopcuklara ayirir. Hematopoietik
hicreler, Kupffer hicreleri ve bad dokusu hicreleri de septum

transversum mezoderminden kdken alirt31442-43,

Karaciger hizla buyuyerek karin boslugunun buyuk bolumunu
doldurur. Baslangigta sag ve sol loplar hemen hemen ayni buyukliuge
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sahiptirler. Ancak kisa bir sure sonra sag lob daha fazla blyur. Kaudat ve

quatrat loblar sag lobun alt bolumleri olarak geligir.

Karaciger hizli buyumesi sonucu septum transversum
sinirlar igine sigamaz hale gelir ve karin bosluguna dogru tasar. Karin 6n
duvari ile karaciger arasinda yer alan septum mezodermi gerilir, incelir ve
ligamentum falciforme olarak adlandirilir. Baglangigta septum transversum
mezodermi icinde yer alan v. umblicalis artik, ligamentum falciforme’ nin
kaudal kenari boyunca uzanir. Bu duruma benzerlik gosteren diger bir
yapida, karaciger ve on barsak arasindaki septum mezoderminin gerileyip
zars! bir yapi halini almasidir. Bu yapi kiguk omentum (gastrohepatik ve
duodenohepatik ligamantler) olarak adlandiriir. Klig¢ik omentum’ un
serbest kenari boyunca safra kanallari, v. porta ve a. hepatica uzanir.
Kliguk omentum ile ligamentum falciforme birlikte 6n barsakla karin 6n
duvari arasindaki peritoneal baglantiyi olusturmalari nedeniyle ventral
mezogastriyum adini alir. Karaciger yuzeyindeki mezoderm farklanarak,
ust ylzeydeki kiguk bir alan disinda visseral periton haline gelir. Bu
alanda karaciger orijinal septum transversum ile iligkisini hala surdurur.
Septum yogun bir mezensimal doku halindedir ve ileride diyafragmanin
tendindz parcasini olusturacaktir. Bu bolgeye degen karaciger yuzeyi
periton ile higbir zaman o6rtilmez ve karacigerin c¢iplak bdlgesi olarak

bilinirt3*4,

Fotal yasamin 6. haftasinda karaciger hemopoiezisi baglar

ve bu karacigere parlak, kirmizi bir gorunim kazandirir. 7. ve 10.
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haftalarda karaciger oldukga buyumustur ve gelisimin 10. haftasinda ,
agirhgr ortalama embriyonun agirhiginin % 10’ u kadardir. Bu durum
icerdigi ¢ok sayidaki sintzoidler ile fétal yasamdaki hemopoietik islevi

nedeni iledir.

Karaciger hucreleri ile sinizoidler arasinda hemopoietik seri
hicre topluluklari goralur. Burada Uretilen eritrosit ve I0kositler sintzoid
duvarini asarak kan dolasimina katilirlar. Fo6tisun 5. ayina dogru
karacigerdeki kan yapimi en yuksek duzeye ulasir. Bu durum doguma
kadar gittikce azalarak surer. Dogumda karacigerde ancak kan
adaciklarina rastlanilir. Dogumda karacigerin agirhgr tum vicut agirliginin

% 5’ i kadardrt31443-44-45

Karacigerin bir diger gorevi de gelisimin 12. haftasindan
baglayarak karaciger hucrelerinin safra Uretmeye basglamasidir. Safra
uretimine kosut olarak bu evrede safra kesesi ve duktus sistikus da
gelismistir. Duktus sistikus, duktus hepatikus communis ile birleserek

duktus koledokus’ u olusturur. Boylece iiretilen safra barsaga akabilir*>™**,
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2.6. Karaciger Anatomisi

Vucudun en buyuk i¢ organi ve bezidir, karin boglugunun sag
ust bolimunde yer alir. Regio hypochondriaca dextra’ nin tamamini, regio
epigastriaca’ nin buyudk bolimunu , ¢ok az olarak da regio hypochondriaca
sinistra’nin Ust sag yarimini doldurur. Erkekte 1400- 1800 g kadinda 1200-
1400 g agirhginda kirmizi-kahverengi renktedir. Esnek ve dokununca
bukulebilen kolayca yirtilabilen bir yapist vardir. Damarlarin goklugu

karaciger yaralarinda énemli kanamalara neden olur®®*"42,

Karin kaslarinin tonusu ve genel karin i¢i basing organin

yerinde durmasini saglayan dnemli etkenlerdendir. Ayrica V. hepatica’ nin

V. cava inf. ile devam etmesi organ igin dnemli bir destektir'”2°,

2.6.1. Yuzleri, Kenarlari ve Karaciger Yatagi

Karacigerin diafragmatik (Ust yuz) ve visseral (alt yiz) olarak

iki yuzl , alt ve arka iki kenari vardir.
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2.6.1.2. Diafragmatik yuz (facies diaphragmatica)

Pars superior, pars anterior, pars dextra ve pars posterior
olarak dort ayri pargaya ayrilir. Pars anterior ile visseral yuzun kesistigi
keskin kenara margo inferior, pars posterior ile visseral yuzin kesistigi
kiint kenara margo posterior denir. Karacigerin pars anterior'unu sinirlayan
periton, diafragma’nin alt ylzine atlar. Buna lig. triangulare denir. Lig.
coronarium’un serbest sag kdsesine lig. triangulare dextrum, serbest sol
kosesine lig. triangulare sinistrum adi verilir. Karacigerin sol ucu appendix
fibrosa hepatis denilen bir fibréz uzanti ile diafragma’ nin alt ylzine
uzanir. Lig. triangularis sinistrum’ un arka yapragi omentum minor ile
devam eder. Lig. coronarium’un orta kismindan iki yaprakl bir periton
katlantisi , on- arka konumda diafragmaya atlar. Buna lig. falciforme
hepatis denir. Bu ligamentin 6n ucu karin 6n duvarindan gébegde kadar
iner. icinde kapanmis v. umblicalis sinistra’nin bulundudu bu uzanti lig.
teres hepatis adini alir. Lig. falciforme iginde v. paraumblicalis’ ler

bulunur?®.

2.6.1.2.1. Pars Superior

Sag ve sol parcalari dis bikeydir. Ancak aorta parcasinda
kalbin durumuna uygun, impressio cardiaca denilen cukurluk gorulUr.
Pleura, sag akciger tabani, perikardiyum, kalp karinciklari ve bir miktar da

sol akciger tabani ile komsuluk yapar.
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2.6.1.2.2. Pars Anterior

Uggen seklindedir. Lig. falciforme hepatis’ in yapisma cizgisi
disinda peritonla ortaladdr. Bu yuzdn buylk bir bolimiu diafragma ile
komsuluk yapar. Bu komsuluk karacigeri sagda pleura ve 6- 7. kostalar ile
onlarin kikirdak parcalarindan, solda 7- 8. kikirdak kostalardan ayrilir.
Pars anterior’ un orta bolimU karin 6n duvari ve proc. xiphoideus

arkasindan uzanir.

2.6.1.2.3. Pars Dextra

Peritonla ortilidir. Diafragma’ nin sag parcasi araciligi ile
sag akciger ve 7- 11. kostalarla komsudur. Ust yizin Ugte bir ballimii
diafragma araciligi ile sag akciger ve pleura ile komsudur. Orta Ugte biri
rec. costa diafragmaticus ile komsuluktadir. Alt tgte biri diafragma aracihgi

ile kostalarla deginir.
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2.6.1.2.4. Pars Posterior

Sagda genig, solda dardir. Bu i¢ bukeylik columna
vertebralis’ in 6ne dogru olan dig bukeyligine uyar. Bu yuzin genis bir
bdlimu peritonsuz olup diafragmaya gevsek bir bag dokusuyla baglanir.
Peritonsuz alana area nuda, pars affixa, bare area gibi isimler verilmistir'>.
Area nuda (¢iplak alan ) Ug¢gen seklindedir. Lig. coronarium’ un Ust ve alt
yapraklari ile sinirlanmistir. Area nuda tabaninda sulcus venae cavae
denilen derin bir oluk vardir. Bu oluk peritonsuzdur. V. cava inferior’ un ust
bdlimU bu oluk igindedir. Hepatik venler (venea hepatica) karaciger
tabanindan c¢ikan olugun alt ucunun sag tarafinda, ciplak alan gl.
suprarenalis’ in ust kismiyla komsudur (impressio suprarenalis). Sulcus
venae cavae’nin solunda kalan boélim lobus caudatus’ tur. Sol loptan
fissura ligamenti venosi ile ayrilmistir. Ductus venosus’un fibréz artigi olan
ligamentum venosum v. portae hepatis’ in sol dalina yapigir. Ligamentin
diger ucu, yukari v. cava inferior yakininda v. hepatica sinistra ile birlesir.

Bazen v. cava inferiora agilabilir®2°.

2.6.1.3. Facies Visceralis (alt yuiz)

ic organlarla komsu olan bu yiiz asagiya, sola ve arkaya
bakar. Bu yuz oluklarla birka¢ pargaya ayrilmistir. Oluklar G¢ tanedir.
Bunlardan, biri sagda, digeri solda olmak Uzere karacigerin 6n ve arka

kenarlari arasinda uzanirlar. Uglincli oluk ortada enine durumda olup iki
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yan olugu birbiriyle birlestirir ve bu sekilde G¢ oluk H harfine benzeyen bir
sekil olustururlar. Enine durumda olan orta oluga karaciger kapisi (porta
hepatis) denir. Buradan, karacigere giren ¢ikan damarlar, safra yollari,

sinirler ve lenf damarlari gecer.

Yan oluklarin sagda olanina, sulcus sagittalis dexter denir.
Bu olugu, dénde ve arkada iki gukur olusturur. Ondeki gukura, burada safra
kesesi bulundugundan, fossa vesicae biliaris adi verilir. Arkadaki gukurdan
v. cava inferior gecer. Bu nedenle bu ¢cukura sulcus venae cavae denir. Bu
iki gukur birbirinden kuyruklu lobun processus caudatus denilen uzantisi
ile ayrilmigtir. Soldaki oluga, daha fazla yariga benzetildigi igin fissura
sagittalis sinistra adi verilir. Bu oluk da iki yarngdin birlesmesinden
olusmustur. Ondeki yariga sulcus venae umblicalis ya da fissura ligamenti
teretis denir. Bu vyarikta, fotiste v. umblicalis bulunur. Dodum
olaylandiktan sonra bu ven kapanir ve bir bag seklini alir. Bu baga lig.teres
hepatis adi verilir. Sol olugun arka parcasini yapan yarik fissura ligamenti
venosi’ dir. Uglincli oluk (porta hepatis) enine durumda olup iki yan olugu
birbiriyle birlestirir. Uzunlugu yaklasik olarak 5 cm kadardir. Oldukg¢a derin
ve genig olan bu oluk 6nde lobus quadratus, arkada lobus caudatus ve bu
lobu sag lobla birlestiren proc. caudatus, sagda sulcus sagittalis dexter ve

solda fissura sagittalis sinistra ile sinirlanmistir.

Lig. hepatoduodenale omentum minus’ un bir pargasi olup
duodenum ile porta hepatis arasinda uzanir. Porta hepatis’ e ulasinca iki
yaprak halinde karacigerin alt yuzune yayihir. Omentum minus’ un ki

yapragl arasinda gelen damar ve sinirler burada karacigerin igine girerler.
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Sag ve sol loblardan gelen ductus hepaticus dexter ve ductus hepaticus
sinister, porta hepatis’ in sag parcasinda birbirleriyle birleserek ductus
hepaticus communis’ i olustururlar. A. hepatica, ductus hepaticus
communis’ in solunda porta hepatis’ e gelir ve burada iki kola ayrilir. Porta
hepatis’ te plexus hepaticus adi verilen, sempatik ve parasempatik
liflerden yapilmis bir sinir agr bulunur. Bu pleksustan sinir dallari
damarlarla birlikte karacigerin igine girerler. Buradan her tarafa, karaciger
lobullerine ve hucrelerine kadar dagilirlar. Porta hepatis’ te birkag lenf

digumu bulunur.

Porta hepatis karacigerin alt ylzunu dort loba ayirir. Sag
olugun saginda kalan kisima sag lob, sol olugun solunda kalan kisima sol
lob; porta hepatis’ in 6ninde bulunan pargaya lobus quadratus, arkasinda

kalan parcaya lobus caudatus denir®.

2.6.1.3.1. Saqg lob (Lobus hepaticus dexter)

Genis ve Uzerinde izler bulunan gukur bir lobdur. Bu izler
onden arkaya dogru; sag kolon dirsegi (impressio colica), sag bobregin 6n
yuzu (impressio renalis), sag bobreklstlu bezi (impressio suprarenalis) ve
safra kesesi gukurunun hemen yaninda duodenum’ un ikinci pargasinin izi

(impressio duodenalis) dir.
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2.6.1.3.2. Sol lob (Lobus hepaticus sinister)

Midenin fundus kismi ile sol lobun alt yuzi komsguluk yapar.
Burada impressio gastrica gorulur. Bu ylizun arka kisminda 6zafagusun
gectigi bir gentik bulunmaktadir. Karacigerin arka ytziinde de devam eder.
Sol lob karacigerin soluna dogru gittikce incelir ve fibréz bir uzanti ile
sonlanir (apendix fibrosa hepatis).Burada yalnizca fibr6z doku arasinda
safra yollarinin artiklari Vasa abberantia hepatis bulunur. Karaciger

dokusu bu alanda yoktur. Sol lob Lobus quadratus ve caudatus olarak
ikiye ayrilir.

2.6.1.3.3. Lobus Quadratus

Arkada porta hepatis, sagda fossa vesicae felleae, solda
sulcus venae umblicalis (pars chordae venae umblicalis) ile

sinirlandiriimistir. Bu lob midenin bog oldugu zaman colon transversum ve
pars duodeni ile komsuluk yapar.
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2.6.1.3.4. Lobus Caudatus

Arka ylUzde bulunur. Sag tarafta sulcus venae cavae ile,
solda fissura ligamenti venosi ile sinirlandiriimigtir. Asagida ve sagda
lobus caudatus, dil seklinde dar bir karaciger bolimu olan proc. caudatus
ile sag loba baglanir. Lobus caudatus’ un asagida solda processus

papillaris denilen kiiciik yuvarlak bir uzantisi vardir'820-49->0,

2.6.1.4. Kenarlar

Karacigerin 6n (alt) ve arka olarak iki kenari vardir.

2.6.1.4.1. On Kenar (margo inferior)

Solda besinci intercostal aralikta, linea medioclavicularis’ ten
baglayarak saga ve asagiya dogru uzanip 7- 8. kikirdak costalarin
birlestigi yerde sol arcus costalis’ i caprazlar. Buradan ayni yonde devam
eder. Epigastrium bolgesine gecerek 10. ve 9. kikirdak costalarin birlestigi

yerde sag arcus costalis’ e ulasir. Buradan bagslayarak margo inf.
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costalarin altindan toraks’ Iin alt kenarini izler ve linea axillaris’ in
arkasinda, 11. costanin altinda karacigerin arka kenari (margo dorsalis) ile
uzanir. On kenarin epigastrium bdlgesinden gegen kismi, orta cizgiyi
proccesus xiphoideus’ un tabani ile gobek arasindaki araligin ortasinda
gaprazlar. On kenar iki gentige sahiptir. Bunlardan biri 6nde orta gizginin
biraz sag tarafinda bulunur. Karacigerin visseral yluzinde bulunan fissura
sagittalis sinistra’nin baglangicinda bulunan ve ligament teres’ in gectigi
incisura ligamenti teretis’ tir. ikinci gentik ise biraz daha sagda musculus
rectis abdominis’ in dis kenarinin sag costa kavisini ¢aprazladig! yerde
bulunur. Bu alanda safra kesesinin fundusu bulundugundan bu centige

incisura vesicalis adi verilmistir.

2.6.1.4.2. Arka Kenar

Arkada diaragmatik yuz ile visseral yuzin yapisik parcasi
arasinda bulunmaktadir. Karacigerin arka kenari sagda kunt ve kalindir.
Omurganin solunda karacigerin sol ucuna dogru gittikge incelir ve

keskinlegir.

39



2.6.2. Periton Durumu

Karacigerin tamamina yakini periton ile ortuladar. Peritonsuz

kisimlari ise ;

1. Pars affixa ya da posterior faciei diafragmaticae,
karacigerin arka tarafinda, lig. coronarium’un ust ve alt yapraklari arasinda

kalan ve dogrudan diafragmaya yapismis olan parcasidir

2. Safra kesesinin gevsek bag dokusu ile karacigere bagh

oldugu fossa vesicae felleae
3. Sulcus venae cavae ve fissura lig. venosi

4. Porta hepatis®.

2.6.3. Baglan

Karaciger duodenum, diafragma, mide ve karin duvarina

peritonun birgok kivrim yapmasiyla baglanmistir.
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2.6.3.1. Ligamentum Falciforme Hepatis

Karacigeri diafragma ve karin 6n duvarina baglayan orak
seklinde bir bagdir. Digsbukey kenari diafragma’ nin alt yizune ve karin 6n
duvarinin arka yuzune yapigir. Lig. falciforme hepatis karacigerin Ust ve 6n
yluzeyleri ile margo inf.” da fissura ligamenti teretis’ e yapisir. Umblicus’tan
fisura ligamenti teretis’ e uzanan serbest kenari lig. teres hepatis’ i ve
kliguk vv. paraumblicalies’ i igerir. Ligamentin Ust ucunda iki yapragi
birbirinden ayrilir. iki yaprak arasinda kiiglk tggen bir alanda periton
ortisu bulunmaz. Sol yaprak lig. triangulare sinistrum’un 6n yapragi ile sag

yapragi lig. coronarium’ un Ust yapragi ile devam eder.

2.6.3.2. Ligamentum Coronarium Hepatis

Karacigerin Ust ve alt yuzlerini orten periton yapraklarinin
diafragmaya atlamasiyla olusmustur. Arka tarafta bulunur. iki yaprak
arasinda diafragmatik yuzin yapisik kismi yer alir. Lig. coconarium 6nde
lig. falciforme ile birlesir. Sagda ve solda lig. coronarium’ un iki yapragi

birleserek lig. triangulare dextrum ve sinistrum ile uzanir.
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2.6.3.3. Ligamentum Triangulare Sinistrum

Birbirine sikica yapismig iki periton yapragindan olugmustur.
Sol lobun alt yuzunden yukariya ve geriye dogru diafragma’ nin alt yiztne

geger.

2.6.3.4. Ligamentum Triangulare Dextrum

Sag lobun arka ydzinlin disg pargasini diafragma’ ya
baglayan V seklinde kisa bir kivrimdir. V' nin u¢ bolumu bagin serbest sag

kenarini olusturur. Gergek lig. coronarium’ un sag sinirini yapar.

2.6.3.5. Ligamentum Teres Hepatis

Bu bag embriyonal evrede var olan v. umblicalis sinistra’ nin
sonradan tikanmasi ve fibr6z bag dokusu haline gelmesinden olusan bir
bagdir. Gobekten bagslayarak , lig. falciforme’ nin serbest kenarinin iginde
yukarl ve biraz saga dogru uzanir. Karacigerin 6n kenarina geldiginde

visseral ylze gecer. Burada fissura sagittalis sinistra’ nin én pargasinin
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icinde arkaya dogru devam eder. Sonlanmasi ise venae portae’ nin sol

koluna yapismasi ile olur.

2.6.3.6. Omentum Minus

Embriyonda goérulen mezogastrium ventrale’ nin karacigerin
arkasinda kalan ve mide ile duodenuma uzanan pargasindan olusmustur.
Omentum minus iki pargcadan olusur. Lig. hepatogastrium kiglk
kurvaturdan baglar. Karacigerin visseral yuzunu orten periton ile uzanir.
Omentum minus’ un ikinci parcasi lig. hepatoduodenale, pilor ve

duodenum’ un birinci pargasini karacigere baglar.

2.6.3.7. Ligamentum Hepatorenale

Bu bag karacigeri sag bobrege ve sag bobrek Ustl bezine

baglar. Ancak her zaman gorulen bir bag degildir.

TUm bu baglar ince ve zayif bir periton yapisidir. Bu baglar
karacigeri yerinde tutmak icin yeterli degildir. Bunlar karacigerin sag sola

43



kaymamasi ve donmemesini saglayabilir. Karacigerin yerinde kalmasini

saglayan onemli nedenler ise;

1. Karaciger arka tarafinda saglam bir bag dokusuyla (area

nuda) dogrudan dogruya diafragmaya tutunmustur.

2. Diafragmanin altinda periton boslugunda basincin negatif
olmasi. Bu durumda diafragma karacigeri kendisine dogru c¢eker.
Diafragma ile karaciger arasindaki siki iliski periton kapall kaldik¢a

bozulm az49-50-51-52

2.6.4. Karaciger Segmentasyonu

Karaciger segmentlerini olusturmak Uzere a. hepatica
propria, ductus hepaticus communis, v. portae sag ve sol olmak Uzere
ikiser dallara ayrildiktan sonra daha alt dallara boélundr. Buna gore
karaciger segmentlerinin saptanmasinda esas ilke bu olusumlarin
intrahepatik dallarinin karaciger parankimasinda dagilmasidir, bdylece
lobus hepatis dexter, segmentum posterius’ a, lobus hepatis sinister,
segmentum mediale ve segmentum laterale’ ye ayrilir. Segmentum
laterale lobus quadratus’ u ve lobus caudatus’ un bir bolimuna kapsar.
Facies visseralis’ te lobus quadratus’ u igeren bolime pars quadrata denir.
Bir segment icinde a. hepaticaile v. portae’nin dallari ve kanallar

caprazlasmazlar®.
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2.6.5. Karaciger Damarlari

Karaciger damarlarca oldukga zengin bir organdir. Besleyici

ve iglevsel olarak iki tip damar igerir. Bunlar;
1. Parankimay! besleyen a.hepatica propria ile

2. islevsel damar v. portae’ dr.

2.6.5.1. A. Hepatica Propria

Truncus coeliacus’ dan ¢ikan a. hepaticus communis’ in ug
dallarindan biridir. A. hepatica propria omentum minus’ un iki yapragi
arasinda porta hepatis’ e giris yapar. Burada ramus dexter ve sinister
olarak ikiye ayrilir. A. hepatica propria’ dan karacigere giden dallar,
Kiernan araliklarina kadar ilerler ve burada, aa. interlobularis’l eri
olustururlar. Bundan sonra karaciger epitel hiucre kordonlari arasinda
uzanan sinuzoidlere acilirlar. A. hepatica propria dallari arasinda

anastomoz yoktur.
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2.6.5.2. V. Portae

V. splenica ve v. mesenterica’ nin birlesmesiyle olusan bir
damardir. A. hepatica propria ile birlikte omentum minus’ un iki yapragi
arasinda porta hepatis’ e gelir ve karaciger icinde dallara ayrilir. Kiernan
araliklarinda vv. interlobularis’ leri olustururlar. Bundan sonra karaciger
epitelyum hdcre kordonlari arasinda uzanan sinuzoidlere agcilirlar. Bu
sintzoidlere a. hepatica propria’ nin dallari da agilir. Boylece her iki damar
sistemi ile gelen arteryal ve ven6z kan vv. centrales’lere gecer. Bu venlere
v. hepaticae denir. Venae hepaticae’ ler de karacigerin arka yuzinden

gecen v. cava inferior’ a acilirlar®®>*,

2.6.5.3. Karacigerin Lenf Damarlari

Karacigerin derin damarlari v. cava inferior cevresi lenf
dugumleri ve nodi lymphatici hepatici’ de, yuzeyel damarlari ise v. cava
inferior gevresi lenf dugumleri, nodi lymphatici coeliaci, nodi lymphatici

hepatici’ de sonlanir.
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2.6.6. Karacigerin Sinirleri

Karaciger parasempatik ve sempatik sinirlerini plexus
coeliacus’ tan almaktadir. Plexus coeliacus; parasempatik liflerini sag ve
sol n. vagus’ dan ve plexus cervicalis’ in dali olanphrenicus’ dan, sempatik
liflerini n. splanchnia’ dan alir. Plexus coeliacus’ dan ayrilan sinir lifleri
plexus hepaticus’ u olustururlar. Bu plexustan c¢ikan sinir lifleri de
karacigere giden damarlarin gevresinde karacigere girerek karaciger
hicrelerine kadar ilerler. Sensitif lifler sempatik sinirler ile birlikte Th 8- 11
spinal segmentlere giderler. Bu nedenle karaciger agrilari 10. intercostal

sinirin dagilma alaninda ve karnin yukari béliimlerinde duyulur®’-2%>%,
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2.7. Karaciger Histolojisi

Karaciger deriden sonra vucudumuzdaki en blyuk organdir.
Yaklasik 1500 g agirigindadir. Sindirim kanalindan emilen besinlerin
islendigi, depolandigi bir organdir. Cok zengin bir kan damar agina
sahiptir. Bu nedenle canlida kirmizi ya da kirmizi-kahverengi renkte
gorulur. Karaciger endokrin ve ekzokrin salgli yapan bir bezdir. Karin
boslugunda diyafragmanin altinda yer alan karacigerin kan dolasimindaki
yeri ve dolasimla olan iligkisi oldukga dnemlidir. Kanin % 70- 80’ i v. porta’
dan , az bir kismi ise a. hepatica propria ile gelir. Karacigerin dolagsimdaki
yeri metabolitlerin biriktirilip tagsinmasi, toksik maddelerin notralize edilmesi

ve uzaklastiriimasi icin oldukca uygundur?>3°4°,

2.7.1. Karaciger Stromasi

Karaciger Glisson kapsuli denen hilusda kalinlasan ince bir
bagd dokusu ile ortaltdur. Kapsul kollagen ve elastik lifler ile az sayida bag
dokusu hucresinden olusmaktadir. Karaciger lobuslarinin olusumunda
kapsulden ayrilan ince bag dokusu septalarin, organin igine dogru
ilerlemesi rol oynar. V. porta ve a. hepatica organa hilusdan girig
yaparken, sag ve sol hepatik kanallar ve lenf damarlari buradan organi
terk ederler. Bu damarlar ve kanallar klasik karaciger lobulleri arasinda yer

alan portal alanlarda bag dokusu ile ¢gevrelenmistir. Bu alandan baslayarak
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retikler bir lif agi ile hepatositlere ve karaciger lobullerinin sintzoidal

endotel hucrelerine desteklik saglar.

Karaciger loplari histolojik kesitlerde hekzagonal (altigen)
sekildedir. Lobuluslar karaciger icin islev birimidir. Karacigerin lobuler
yapisinin olusumda stromanin buyuk payi vardir. Bazi bolgelerde lobdller,
safra kanallar, lenf ve kan damarlari, sinirler iceren bag dokusuyla
sinirlandiriimigtir. Portal alan Glisson uggeni ya da Kiernan arahdi olarak
adlandirilan bu boélgeler loblllerin kdselerinde bulunur. Her bir Glisson
ucgeninde V. porta’ nin dali, a. hepatica propria’ nin dali, safra kanali ve
lenf damari bulunur. Bu yapilarin i¢cinde en buylk olan venullerdir.

Damarlarla stromaya bagli olan bu lobulus yapisina ‘ klasik lobulus’ denir.

2.7.1.1. Klasik Lobulus

Klasik lobusta v. interlobularis ile a. interlobularis altigenin
kosesinden gecgerken, venulae perilobulares ile arteriolae perilobulares
altigenin kenarlarindan geger. Kan klasik lobllde ¢evreden merkeze dogru
akar. Bunun sonucunda oksijen, metabolitler, ince barsaktan emilen toksik
ve toksik olmayan maddeler lobulin 6nce periferik hicrelerine sonrada
merkezdeki hucrelere ulasir. Buda perilobuler hucrelerin sentrolobuler

hiicrelerden farkli davranmasinin nedenidir.
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2.7.1.2. Portal Lobulus

Portal alan merkez alinarak, komsu lobuluslarin v. centralis’
lerini birlestiren kdseli ve genellikle tiggen sekilli prizmalardan olusur. Kan

akimi burada merkezden ¢evreye dogrudur.

2.7.1.3. Karaciger Asinusu

iki v.centralis ve iki komsu lobulus sinirindaki v. perilobulares
eksen alinarak belirlenen karaciger parankimasi karacigerin en kuguk
islevsel birimidir. Boylece iki komsu lobulus segmentlerini kapsayan
karaciger parankimasinin olusturdugu birimde kan v. a. perilobulares’
lerden iki taraftanda v. centralise dogru akar. Bu eksen etrafinda asinusta
bir bolgelenme ‘zona’ lar olusur. Eksene en yakin bdlge 1. zona bunu
izleyen 2. zona daha sonra 3. zona bdlgesi v. centralise komsu olan

bdlgedir.1. zona en ¢ok kanlanan ve beslenen bolgedir®>®®.
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2.7.1.4. Karaciger Sinuzoidleri

Karacigere kan saglanmasi karaciger hucre kordonlari
arasindaki sinuzoidler araciligi ile olur. Sinuzoidler kapilerlerden daha
genis (9- 12 p) ve dizensiz sekillidir. Venulae perilobulares’ lerden, v.
centralis yonune akan kan, sinuzoid aracilligi ile karaciger
metabolizmasina katilmaktadir. Sintzoidleri sinirlayan hicreler tipik

endotel hicrelerinden farklidir.?

Bir sira hicrelerden olusan, sintzoid duvari iki yonden tipik

kapiller endotel hucelerinden farkllik gosterirler:

1. Sinlzoid duvarinda bulunan hicrelerin bazilari aktif

fagositoz yaparlar.

2. Hucre sinirlari gumas nitrat boyama ile belirlenemez.

SinUzoid duvarinda iki tip hiicre izlenir. Bunlardan biri endotel
hicresi, digeri ise makrofaj 6zelligi olan Kupffer hicresidir. Kupffer ve
endotel hucreleri arasinda ara tiplerde bulunmaktadir. Endotel hlcreleri
gereksinim oldugunda fagositik hicrelere donusebilmektedir. Perfuzyon ile
tespit edilmis karacigerin elektron mikroskop resimlerinde sintzoidlerde ug¢
farkli hiicre tipi belirlenmigtir;
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1.Endotel hucreleri

2. Kupffer hucreleri

3.Perisiniizoidal yag depolayan hiicreler (ito Hiicreleri)>*>>°®

57

2.7.1.4.1. Endotel Hiucreleri

Endotel hucreleri sintzoid duvarindaki hucrelerin  buyuk
bolumunu olugturur. Kuguk yassi sekilli koyu boyanan bir ¢ekirdekleri ve
son derece yassilasmig sitoplazmalari vardir. Bu hucreler EM’ de hucre

zari altinda pinositik vezikiller izlenir®*.

Endotel hucreleri 0.1 pm buyukliginde diyaframsiz
pencereler icerirler. Birgok tlrde karaciger sintuzoidlerinin endotelhtcreleri
altindaki bazal laminasi kesintilidir. Bazal laminasi kesintili olan ve
pencereli endotele sahip olan turlerde makromolekuller ya da 0.5 ym
capindaki partikdller igin filtrasyon bariyeri yoktur. Silomikron ve VDLD bu

pencerelerden serbestce gegebilir™.
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Pencerelerin  buyUkligu in-vivo faktorlerin etkisi altinda
degisebilmektedir. Pencerelerin c¢apinin alkol, basing, CCl4, hipoksi,
irradiyasyon ve endotoksin veriimesinde sonra blyudugl, seratonin ve
noradrenalin uygulamasindan sonrada kiiciildiigii belirtilmistir®. Siniizoid
duvar yapisi kan ile karaciger parankimi arasinda alig-verise uygun olarak
Ozellesmistir. Bu Ozellesmeler arasinda; endotel hucrelerinin pencereli
olmasi, endotel altinda surekli bir bazal laminanin olmayigi, Disse
araliginda yer alan ve sinuzoid hucrelerine destek olan bag dokusu
retikiiler liflerinin gevsek yapida olmasi sayilabilir®. Endotel hiicrelerinin
Disse araligina ve hepatositler arasina veya komsu sinuzoidlere kadar
uzanan intersintuzoidal kopruler denen sitoplazmik uzantilari vardir. Bu

uzantilarla endotel hiicrelerin hepatik parankime tutunmalari saglanir®®.

izole edilmis endotel hicrelerinde aktin ve miyozin
filamentleri bulunmustur. Bu da pencere ve sinuzoid boyutlarinin
degismesini kasilabilir proteinlerin etkileyebilecegini gdstermektedir®.
Bunun yaninda endotel ve Kupffer hiicrelerinin ¢ok distk dizeyde retinoid

icerdigi de 6ne siiriilmektedir®®.

53



2.7.1.4.2. Kupffer Hicreleri (Macrophagocytus stellatus)

Kupffer hiicreleri (Macrophagocytus stellatus)® 1876" da
Kupffer, Karl Wilhelm Von tarafindan altin klorid impregnasyon teknigi
uygulanmig karacigerde tanimlamistir. Degisik uzunluktaki sitoplazmik
uzantilari ile sintzoid boyunca endotel Uzerine otururlar. Kupffer hicreleri
oldukga kuvvetli fagositoz yetenegine sahiptirler. Kupffer hlcreleri venoz
kan ile gelen zararli maddeleri yakaladiklari gibi, yaslanan eritrositleride
yakalayarak hemoglobini sindirir ve immunolojik olaylarla ilgili olan
proteinleri salgilarlar. Kupffer hicrelerinin fagositik 6zellikleri tripan mavisi,
lityum karmin, ¢ini murekkebi gibi vital boyalar ile gdsterilebilir. Berlin
mavisi tepkimesi ile eritrositlerin yikilmasi sonucu ortaya ¢ikan demir
icerikli pigmentin Kupffer huicrelerinde depolandigi izlenebilir. Kupffer
hicreleri karbon veya thoriumdioksit’ in elektron opak partikullerini de
alirlar. Bu ozellikleriyle Kupffer hlcreleri yaygin mononuklear fagositik
sisteme dahil edilir. Kupffer hicreleri buylk oranda sekil dedistirme
yetenegine sahiptirler. Duzensiz hucre yuzeyleri ile sinizoid lumenindeki
kan ile temas halindedirler. Mikrovillus ya da yalanci ayak benzeri
sitoplazmik uzantilarini sintzoid Iimenine gonderirler ve buradan gecgen
kan akigini duzenleyen sfinkter etkisi yaparlar. Ayak benzeri uzantilar
organel icermezken ¢ok sayida mikrofilamanlara sahiptirler®* 2. Hiicre
yuzey katlanmalarinin ve ince Vvilldz uzantilarin yani sira sitoplazma
cevresindeki hucre zarinin 6zel sinus invaginasyonlari vardir. Bu yapilar
ince kesitlerde solucan seklinde gorundukleri igin bunlara ‘Vermiform
cisimler’ (solucan benzeri cisimler) denmektedir . Bu 6zellesmis hiicre zari

yapilari silomikronlari ve karbohidrat partikiillerini fagosite etmektedir®*®*

64

54



Kupffer  hdcrelerinin  sitoplazmik  organelleri  endotel
hicrelerinkinden daha zengindir. Sitoplazmalarinda sekonderlizozom ve
cesitli buyuklikte vokuoller bulunmaktadir. Cekirdekleri blylk ve soluk
renkte, cekirdek zari ise son derce duzgundur, cekirdekleri makrofaj
hucrelerinin  gekirdeklerine benzerlik gosterir. Golgi kompleksi ve
sentrozom c¢ekirdege yakin vyerlesim gosterir. Ribozom ve granulll
endoplazmik retikulum sisternalari tim sitoplazmaya dagiimigtir. Granullt
endoplazmik retikulum sisternalarinin uzantilari annulat lamellere baglanir.
Kupffer hicrelerinin granulli endoplazmik retikulumlari ve annulat lamelleri
peroksidaz aktivitesine pozitif tepkime verirken sintzoidal endotel hiicreleri
peroksidaz  aktivitesi  gostermezler.  Kupffer  hulcrelerin  sayisi
monositlerinde kuppfer hucrelerine donugmesiyle birlikte artig gOsterir.
Kupffer hicreleride diger mononuklear fagositik sistem hucreleri gibi kemik

iligi kokenlidir?>463,

2.7.1.4.3. Yag Depolayan Hiicreler (Lipocytu
Perisinusoideus) ito Hiicreleri

Yag depolayan hucreler parankimal hdcrelerin  arasinda
sintzoidlerin dig tarafinda yer alir ve bol miktarda lipid damlacigi icerir>®.
Filamentdz materyal ve mikrotubul i¢ceren uzantilarini endotele dogru
uzatirlar®. Yag depolayan hiicreler degisik isimlerle adlandiriimistir;
intersitisiyel hucreler, lipositler, stellat hucreler, to hucreleri, perisitler ve
ekstravaskuler retikiler hlcreler bunlardan bazilaridir. Bu hicreler altin
klorid ile boyanirlar®™. ve fibroblastlarin sitolojik 6zelliklerini yansitirlar.

Yetigkin karacigerinde kollajen ve retikller liflere yakin bulunurlar ve bu
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liflerin sekillenmesiyle yiikiimllerdir. ito hiicrelerinde lizozom bulunmadigi
icin ve plazma zarlarinda yuksek ATPaz erkide goOstermediklerinden

fagositoz yetenekleri yoktur®*>+°°.

Sitoplazmalarinda bol miktardaki lipid damlaciklarinin yani
siragranulli endoplazmik retikulum tubuluslari ve bir kagta mitkondriyon
bulunmaktadir. Sitoplazmalarinda bol miktarda lipid damlaciklar ile
karakterize olmakla beraber % 25’ inden fazlasi yag damlacigi icermez.
Bu tip ito hlcrelerine bos ito hticresi denilir. Cekirdekleri yuvarlak ya da
oval sekildedir ve kuguk bir c¢ekirdekgik igerirler. Cekirdedi hepatosit

cekirdeginden daha koyu boyanmaktadir®’.

Yapilan arastirmalarda normal karacigerde 60- 100 hepatosit
alaninda 3- 4 ito hiicresi bulundugu saptanmistir®®. ito hiicreleri kollajen tip
Il Gretimine katilarak karaciger fibrozisinde &nemli rol oynarlar®.

Mezensimal kokenlidirler®*>4.

A vitamini, retinil esterleri formunda karaciger ito hicrelerinde
depolanir. Bu hucreler, hiicre disi matriks yapim ve yikimi, TGF- 31 ve
HGF ’nin Uretilmesi ve karacigerdeki mikrovaskuler duzenlemeden

sorumlu hiicre fonksiyonlarini yerine getirmektedirler’®"*.
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2.7.2. Disse Araligi (Perisintlizoidal Aralik)

Joseph Disse tarafindan insan 6lum sonrasi materyalinin
histolojik kesitlerinde fark edilmis ve Disse araligi olarak adlandiriimigtir.
Disse araligi sinuzoid endoteli ile karaciger parankim hicreleri arasinda
bulunmaktadir. Disse araligi uzun yillar histologlar tarafindan 6lim sonrasi
degisiklik olarak kabul edlimig ancak iyi tesbit edilmis karaciger dokusunun
elektron mikroskop incelemelerinde, iginde mikrovillus bulunduran gergek

bir aralik oldugu saptanmistir.

Disse araliginda plazma serbestce hareket etmektedir. Disse
araliginin buydk kismini plazma olusturur. Disse araligi lenf damari
endoteli ile ¢evrilmedidi icin lenfotik bir aralik degildir. Yinede karaciger

lenfinin sekillenmesinde dnemli bir islevci oldugu dustntlmektedir.

Disse araligi hepatosit yuzeyine plazmanin dogrudan gegisi,
kan ve karaciger arasinda metabolitlerin aktif olarak degisiminde énemli
bir yer tutar. Bu degisimin etkisi bu aralikta bulunan mikrovilluslarin yizeyi

genisletmesi ile daha da artar>*.
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2.7.3. Hepatositler (Karaciger Parankim Hucreleri)

Hepatositler 20- 30 ym c¢apinda alti ya da daha fazla yuzIu
poligonal hucrelerdir. Hepatositlerin her bir yuzeyi, Disse araligi yolu,
sintzoidlerin duvari ve diger hepatositlerin ytzeyleri ile degini halindedir.
Komsu iki hepatosit arasinda safra kanalcigi bulunur. Disse araligina

bakan ylUzinde araliga dogru ¢ok sayida mikrovilluslar vardir.

Hepatositlerin % 25’ i iki ¢ekirdek igerirken % 75 i tek
cekirdeklidir. Cekirdek blylk ve yuvarlak sekillidir ve merkezde
yerlesmistir. Cekirdek ylzeyi duzgundir bir ya da daha fazla g¢ekirdekgik
icerir.  Sitoplazma organel ve inklizyondan  zengindir®4°%°>,
Hepatositlerde bol miktarda granulll ve granulsuz endoplazmik retikulum
bulunur. Granulli endoplazmik retikulum tabadluslan ylzeyinde ¢ok sayida
ribozom vardir. Sitoplazma ¢ok sayida serbest ribozom kapsar. Granulli
endoplazmik retikulum plazma lipoproteinlerinin  protein kisimlarini
sentezler. Cesitli maddelerin vicuttan atilmadan 6nce detoksifikasyon igin
gerekli oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon olaylarindan sorumludur.
Granulsuz endoplazmik retikulum sisternalarinda yaklasik 30- 40 nm
¢capinda kuguk cisimler gorular. Bu cisimlerin VDLD oldugu belirtilmigtir.
Granilstiz endoplazmik retikulum kolesterol ve ftrigliserid olusturur.
Karaciger hucrelerinin sitoplazmalari hucrenin iglevine gore degisiklik
gosterir. Degiskenligin esas kokeni iceriginde depoladidi glikojen ve
yagdir. Uygun tespit yontemleri ile glikojen ve yag korunabilinir ve
boyanabilinir. Glikojen yeterince korundugunda karaciger hicrelerinin EM
goruntulerinde 20- 30 nm ¢apindaki glikojen topluluklari rozetler seklinde
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gorulur ve B partikulleri olarak adlandirilir.  Glikojen hepatosit
sitoplazmasinda granllsiz endoplazmik retikuluma yakin olarak
bulunmaktadir. Karaciger glikojeni kan glikozu igin depodur. Kandaki
glikoz duzeyi normalin altina duserse glikojen metabolize olur. Hepatositler
¢ok sayida mitokondriyon igerir bu sayi hepatosit bagina 2000 kadardir.
Mitokondriyonlarin sekil ve buyuklugu hepatositin bulundugu lobule ve
farkh fizyolojik kosullara gore dedisiklik gosterir. Mitokondriyonlar ttbuler
kristalidirlar. Golgi kompleksi c¢ekirdege yakin olarak ya da safra
kanaligina yakin yerlesim gosterir. Golgi kompleksi 3- 5 duz, birbirine
kosut dizi kese ya da sisternadan olusmustur. Sisternalarin uglari
geniglemigtir ve ¢ok sayida 30- 60 nm capinda orta derecede yogun
grandl igerir. Bunlar granllsiz endoplazmik retikulumda goézlenen VDLD
partiktlleri ile aynidir. Hepatosit lizozomlari hucre i¢i organellerin
degradasyonu ve donusumu igin onemlidir. Lizozomlarin endositozda da
onemli rolu vardir. Makromolekuller once endozomlarla tasinir sonra
lizozomlarla birlesirler. Makromolekullerin katabolizmasi bu sekonder
lizozomlarda gercgeklesir. Hepatositlerde peroksizomlar tum sitoplazmaya
dagiimis halde bulunurlar. Bunlar 0.2- 0.8 um c¢apinda ve zarla cevrili
yuvarlak cisimciklerdir. Peroksizomlar mitokondriyonlar gibi oksijen
kullanan organellerdir. Oksijen kullanimi oksidazla aracihdiyla serbest
radikal olusumuna yol agtigindan bu zararlh son UrlUnlerinde ortadan
kaldiriimasi gerekmektedir. Oksijen son derece toksik bir Grin olan
hidrojen peroksite yikilir. Peroksizomlarda hidrojen peroksiti su ve oksijene
yikan katalaz enzimi vardir. insanlarda ayrica D- aminoasit oksidaz ve
alkoldehidrogenaz enzimleri de bulunur. Peroksizomlar yag asitlerinin 3

oksidasyonu, glukoneogenez ve purin metabolizmasinda da gérev alirlar®*
53-54-55-61-63-72-73
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2.7.3.1. Hepatositlerin iglevleri

Hepatositlerin endokrin ve ekzokrin islevleri vardir. Bazi
maddelerin sentezini yapar ve biriktirirler, bir kismini detoksifiye ederler,

bazi maddelerin de tasinmasi saglarlar.

Karacigerin en oOnemli gorevlerinden birisi kan glikoz
yogunlugunu sabit oranda tutmaktir. Hepatositler kandaki glikozu glikojene
donustlrerek depolarlar. Glikozun yani sira laktik asit, gliserol ve pirtvik
asit gibi bazi bilesikler karacigerde glikoza daha sonrada glikojene
donugsturulip depolanir. Gerektiginde ise glikojen, glikojen fosforilaz
enzimi ile katalizlenen bir igslemle yeniden glikoza donugturalir. Bu enzim
genellikle inaktif halde bulunur, epinefrin ve glukagon hormonu ile aktif
hale getirilir. EM goruntulerinde glikojen daha ¢ok granulsiz endoplazmik

retikulumun ¢ok oldugu sitoplazma alanlarina yerlesmistir.

Karacigerde lipitler trigliserit, karbohidratlar glikojen olarak
depolanirlar. Metabolitlerin depolanma erki vicudun 6gunler arasindaki
enerji gereksinimini karsiladigi i¢cin 6nemlidir. Hepatosit granulsuz

endoplazmik retikulumu kolesterolin sentezlenmesinde 6nemli rol oynar.
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Hepatositler kendileri icin gerekli olan proteinlerin yaninda
albumin, protrombin, fibrinojen, ve lipoproteinler gibi c¢esitli plazma
proteinlerini de sentezlerler. Bu proteinlerin sentezi granulli endoplazmik
retikuluma bagl polizomlarca gergeklestirilir. Diger bez hucrelerinde
gorulenin aksine hepatositler proteinleri ikincil granuller halinde
depolamazlar. Surekli olarak kan dolagsimina verirler. Boylece endokrin bir
bez olarak iglev goérurler. Karaciger tarafindan kana verilen proteinlerin %

5’ i Kupffer hicrelerinde % 95’ i ise hepatositlerde sentezlenir.

Safranin Uretilmesi, hepatositlerin kan bilesiklerini alip cesitli
islemlerden gegirip safra kanali igine salgilamasi ile olaylanan ekzokrin bir

islevdir.

Blyuk bir kismi hemoglobinin pargalanmasi sonucu olusan
bilirubin mononuklear fagositik sistemde olusur ve hepatositlere tasinir.
Hepatositlerin grantilstiz endoplazmik retikulumunda hidrofobik bilirubin
glukronik asit ile birlesip suda ¢dzlnebilir bilirubin glukuronit olusur. Daha
sonraki asama bilirubin glukuronit bilesiginin safra kanalikilleri icine

salgilanmasidir.

Hepatositler bazi boyalari aktif olarak tagiyabilme 6zelligine
sahiptirler. Bu 0Ozelligi kullanilarak bu boyalar karaciger fonksiyon testi

olarak kullanilir.
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Hepatositler Urenin olugsmasi ile sonlanan amino asit

deaminasyonun asil yeridir.

Cesitli ilaglar ve maddeler oksidayon, metilasyon ve
konjugasyonla inaktive edilebililer.Bu olaylarin gergeklesmesinden

sorumlu enzimler graniilsiiz endoplazmik retikulumunda bulunur®>.
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2.8. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger vucutta oldukga onemli gorevleri olan bir organdir.

Bu fonksiyonlar kisaca;
1. Vucuttaki metabolik sistemin buyuk bir bolumu ile ilgilenir.
2. Kanin depolanmasi ve filtrasyonunda gérev alir.

3. Salgi ve vucuttan uzaklastirma gorevi, safranin olusumu

ve sindirim kanalina bosaltiimasidir®®74 ">,

2.8.1. Karaciger Dolagsimi:

Karacigere a. hepatica propria ve v. porta olmak Uzere iki

kaynaktan kan gelir.

V. porta; v. mesenterica sup. ile barsaklardan, v. splenica ile
de dalak mide pankreas safra kesesinden kan alir.V. porta, a. hepatica
propria ve safra kanali ile birlikte Glisson kapsullu iginde yol alir. Ven ve
arterden ayrilan kollar karaciger lobullerine karaciger epitel hicre
kordonlari arasindan girerler. V. porta’ dan gelen kollar burada sinuzoidleri

olustururlar. Lobullerin merkezinde bulunan v. centralis’ leri v. hepatica’ ya
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bunlarda v. cava’ ya agilirlar. A. hepatica’ nin lobule giren kollari, v. porta

kollar ve sintzoidler ile anastomoz yaparlar.

V. porta’ dan bir dakikada karaciger sintuzoidlerine 1100 ml
kan akar. Buna a. hepatica’dan gelen 350 ml kan da eklenirse karacigere

ortalama dakikada 1450 ml kan gelmektedir.

Karacigerdeki venoz akista basincin artmasi kanin karaciger
sinuzoidlerinde birikimine ve karacigerin sismesine neden olur. Karaciger,
venoz basingtaki 4- 6 mmHg' lik bir yikselme ile 200- 400 ml kani
depolamaktadir. Bu nedenle karaciger vucuttaki baslica kan depolarindan
biridir. Aksine, bir kiside, hemoraji sonucu dolagsimdan buyik miktarda kan
kaybolursa, karaciger sintzoidlerindeki normal kanin buyudk bir bélimu

dolasima verilerek kan yitimi dnlenmeye calisilir.

Yemekten sonra bagirsaklarin oksijen kullanimi artar ve v.
porta’ da oksijen doymuslugu azalir. Bu sirada a. hepatica propria’ da kan
akimi 3- 4 katina c¢ikarak oksijen gereksinimini kargilar. Karaciger kan
damarlari vazokonstriktor sinir alirlarken vazodilatator sinir almazlar.
Karacigerde lenf Uretimi yuksek duzeydedir. V. porta’ nin yapmis oldugu
sinlzoid duvarlar oldukga gecirgendir. Kan proteinleri diger yerlerdeki

kilcal damarlara karsin, kolayca sinuzoid duvarindan disariya sizabilir. Bu
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nedenle karaciger lenflerinin protein duzeyi kan plazmasininkine

yakl ndi r39-40-46-76

2.8.2. Karacigerin Metabolik islevleri

Karaciger hucreleri olduk¢a ylksek metabolizma hizina

sahiptirler. Karacigerin metabolik iglevleri sunlardir:

2.8.3. Karbohidrat Metabolizmasi

Karacigerin karbohidrat metabolizmasindaki gorevi;
1. Glikojen depolamak

2. Glikoneogenezis

3. Galaktoz ve fruktozu glikoza ¢evirmek

4. Karbohidrat metabolizmasinin ara Urinlerinden onemli

kimyasal maddelerin olusturulmasi.
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Karaciger Ozelikle kanda normal glikoz yogunlugunun
surekliligi icin 6nemli bir organdir. Kandaki glikozun fazlasini alip glikojen
olarak depo eder. Buna karacigerin glikoz tamponlama islevi denilir. Buyuk
miktarda karbohidrat iceren bir yemekten sonra karaciger islevleri bozuk
olan birinin kanindaki kan sekeri miktari karacigeri normal ¢alisan birine

gore 3 kat daha yuksektir.

Glikoneogenez; glikoz yogunlugu normalin altina dustugunde
gorulur. Kandaki glikozun normal dizeyde kalmasina yardimci olur. Buyuk
miktarda amino asidin glikoza c¢evrilmesi kandaki glikoz yogunlugunun

normale dondurulmesine katki saglar.

2.8.3.1. Yag Metabolizmasi

Karacigerin yag metabolizmasindaki 6zgun gorevleri;

1. Yag asitlerinin buyuk bir hizla beta oksidasyonu ve

asetoasetik asit olusumu
2. Lipoproteinlerin gogunun yapimi
3. Kolesterol ve fosfolipid sentezi

4. Buyuk miktarda karbohidrat ve proteinin yaga cevrilmesi

olarak siralanir.
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Karacigerde sentezi yapilan yag, lipoproteinler icinde yag

dokusuna taginarak depo edilir.

2.8.3.2. Protein Metabolizmasi

Karacigerin protein metabolizmasindaki gorevleri;

1. aa deaminasyonu

2. Amonyagin Ureye donusturilerek vicut sivilarindan
uzaklastiriimasi

3. Plazma proteinlerinin olusumu

4. Onemli aa. ve diger maddelerin viicuttaki metabolik olaylar

icin birbirlerine dontsumuna gergeklestirmektir.

Aminoasitler karbohidrat ya da yaglara dénustiriimeden ve
enerji icin kullanilmadan 6nce deaminasyona ugramalari gerekmektedir.
Gama globulinlerinin bir bolimu disinda, hemen hemen batin plazma
proteinleri karaciger hicrelerinde yapilrlar (yaklasik % 90’ 1). Geri kalan
gama globulinler antikorlardir ve baslica lenfatik dokularda yapiliriar.
Plazma proteinlerinin azalmasi karaciger hucrelerinde mitoz bolinmeyi

hizlandirir bunun sonucunda karaciger bilylimesi gézlenir® .
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2.8.3.3. Vitaminlerin Depo Edilmesi

Karacigerde depo edilen vitaminler A, Bi» ve D vitaminleridir.
Karaciger, B1, eksikligini en az 1 yil, A vitamini eksikligini 10 ay, D vitamini

eksikligini ise 3- 4 ay onlemeye yetecek kadar depo eder.

2.8.3.4. Kan Pihtilasmasi ile Karaciger iligkisi

Kanin pihtilagmasi igin gerekli maddelerin gogu karacigerde
uaretilir. Bu maddeler; fibrinojen, akselerator globulin, faktér VII ve birgok

onemli pihtilasma faktorleridir®® .

2.8.3.5. Demir Depolanmasi

Vucutta demirin buyuk bir kismi karacigerde ferritin olarak
depolanir. Karaciger hicrelerinde bol miktarda apoferritin denen demirle
az ya da c¢ok miktarda birlesebilen bir protein bulunmaktadir. Vucut
sivilarinda demir miktari arttiginda, apoferritinle birleserek ferritin’ i
olusturur ve gerektiginde bagka bir yerde kullaniimak Gzere depo edilir.
Dolasimda demir dlizeyi disttigunde ise feritin demiri serbest hale gegirilir.
Bdylece apoferritin- ferritin hem demir deposu hem de kan demirinin

tamponu islevi goriir®® .
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2.8.3.6. Karacigerin Toksik Maddeleri Metabolize Ve
Detoksifiye Etme iglevi

Vucuda giren ilag ve kimyasal toksik maddeler metabolize
edilir ve bobrek, barsak ve akciger de biyolojik degisikliklere ugratilirlar.
Ancak detoksifiye edilmelerinden karaciger sorumludur. Barsaktan emilen
maddeleri iceren kan v. porta araciligi ile karacigere getirilir. Burada toksik
maddeler detoksifiye edilirler. Zararli maddeler safra icine verilir ve barsak
yoluyla vicudu terk eder. Detoksifiye isleminde birkag enzim
calismaktadir. Bu enzimler karaciger hucrelerinin endoplazmik retikulum

zarinda bulunmaktadir.

llaglar ve diger yabanci maddeler karacigerde oksidasyon,
reduksiyon, hidroliz ve konjugasyon tepkimeleri ile metabolize edilirler. Bu
kimyasal tepkimelerin esas hedefi yagda eriyen maddeleri suda eriyebilen
hale doénustirmektir. Yabanci maddelerin  detoksifiye edilmesinde
cogunlukla oksidasyon tepkimesi kullanilir. Konjugasyon ise kimyasal
maddelerin vicudun dogal maddeleri ile birlegtiriimesi ile olur. Konjuge
edilmis yabanci maddelerin biyolojik aktiviteleri ortadan kalkar.
Karacigerdeki mikrozomal enzimler, steroid hormonlari, kolesterolu, yag
asitlerini okside ederler. Okside olmus bilesikler konjuge edilirler ve

bobreklerce viicuttan uzaklastirihirlar® .

69



2.9. Progesteron Hormonu

Progesteron hormonu progestinlerin  en  dnemlisidir.
Progestinler uterusun gebelige, meme bezlerinin de laktasyona

hazirlanmasini saglar.

Progesteron hormonu gebe olmayan bir kadinda ovaryum

dongusunun ikinci yarisinda korpus luteumdan salgilanir.

Gebeligin 4. ayindan baglayarak plasentadan da progesteron

salgilanir.

Progesteron steroid yapida bir hormondur. Kandan alinan

kolesterolden az miktarda da asetil koenzim- A’ dan sentezlenir.

Progesteron kanda plazma albumini ve 06zel progesteron

baglayici globulinler ile tasinir.

Progesteron salgilandiktan birkag dakika sonra tumayle,
progesteron etkisi olmayan diger steroidlere yikilir. Karacigerin metabolik

yikimda énemli bir rolt vardir.

Progesteronun en dnemli son yikim Urinu pregnandiyolddr.

0zgun progesteronun yaklasik % 10’ u idrarla bu sekilde disari atilir.
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2.9.1. Progesteron Hormonunun iglevleri

Uterus Uzerine etkisi; dongunun ikinci yarisinda uterus
endometriyumunda sekresyon evresiyle ilgili degisimleri baslatarak

uterusu dollenmis ovumun implantasyonuna hazirlamaktir.

Ayrica uterus kasilmalarinin siddetini ve frekansini azaltici

etkiye sahiptir. Boylece implante olmus ovumun atilmasi 6nlenmis olur.

Tuba uterina Uzerine etkisi; tuba uterinayr doseyen

mukozada sekresyonla ilgili degisimleri baslatir.

Meme bezlerine etkisi; Progesteron alveol hicrelerinin
proliferasyonuyla memelerdeki lobll ve alveollerin gelisimini hizlandirir.
Boylece memeler buylyerek sutle dolar. Progesteron hormonu etkisiyle
kismen lobul ve alveollerin sekretuvar gelisimi kismende deri alti

dokusundaki sivinin artmasina bagh olarak gogislerde biyiime olur®®"".

Gebelik suresince insulin ve pankreas adacik hucrelerinde
artis olmaktadir. Gebelik sirasinda yuksek olan progesteron diizeyinin bu
artista rol oynadi§i ileri siiriilmektedir™.
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2.10. Hucre Kiiltiira

Hucrelerin, dokulardan mekanik ve enzimatik yollarla tek
hiucre ya da kuguk kiumeler halinde ayrigtirilip uygun besiyeri ile cam yada
polipropilen kualtir ortami igerisinde in-vitro olarak c¢agaltiimasina hucre
kiiltiri denilmektedir’®. Hiicre ve doku kiltiirlerinin kullaniimasi ile son
yilllarda molekuller biyoloji ve tip alaninda blylUk asamalar saglanmis,
hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi, tani ve tedavisinde &nemli

ilerlemeler kaydedilmistir®°.

Hucre ve doku kulturinde kullanilan kultir ortamlarinda
hicrelerin  kendilerinin Uretemedigi disaridan almak zorunda kaldiklari
maddeler bulunmaktadir. Hucrelerin in-vitro olarak ¢ogaltilabilmeleri icin

en uygun ortam, in-vivo ortamlarina en yakin olan ortami saglamaktir .

Basit bir kdltur ortaminda enerji kaynagi olarak glikoz,
plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineralituz ve

antibiyotikler yer almaktadir’®,

Vucutta bulunan birgok hucre ylzey badimlidir ve buyume,
bélinme, gelisme ve farkllasma sirasinda bir protein iskelete tutunurlar.
Ekstraselliler matriks (ECM) olarak adlandirilan bu yapi, hucrelerin
dizenlenmesinde uc boyutlu yapl saglayan protein ve
glikozaminoglikanlardan olusur. Hucre kualtirinde de serum igindeki
proteinler petri ve flasklarin ylzeyine absorbe olurlar ve ECM islevi
gorurler. Hucrelerin matrikse tutunmalari i¢in bir hicre ylzey reseptoru

olan integrinin fibronektine baglanmasi gerekmektedir. Serum icerisinde
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fibronektin de bulunmaktadir. Fibronektinin polimerik malzemeye absorbe
olmasi ile hucreler hucre-matriks etkilesiminde oldugu gibi petri yuzeyine

yapisirlar®.

Hucre-Doku kultart 3’ e ayrilmaktadir

1. Birincil Kdltar (6ncul kdltar): Organ, doku ve hucreler

uygun bir kultdr ortamina konulduklarinda, burada yuzeye
baglanmakta ve bolunerek c¢ogalmaktadir. Bu hucreler
canli doku parcalarindan gelen ve yuzeye yapisan ilk

hiicrelerdir®.

2. Ikincil Kiltiir: Onclil kiltiir sonucu elde edilen hiicrelerin

enzimatik yollarla tutunduklar yuzeyden kaldiriip baska bir ortama

aktariimasi ile elde edilen hiicrelerin olusturdugu kiiltiirdtir®?.

3. Surekli Kiiltir Hiicresi: in-vitro kosullarda surekli biiylyen

kiiltir hiicre tipidir®®.
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2.11. Akim Sitometri

Akim sitometri, sispanse hucrelerin bir akig kanali boyunca
gecerken tek tek ayrisimini saglayan bir alettir. Moldaven’ in 1934 yilinda
akim boyunca kan hucrelerinin sayimi yontemini gelistirmesi ile baslayan
sure¢ hizli adimlarla gelismis ve gunumuize kadar hucrelerin tek tek

arastiriimasi asamasina ulagmistir.

Istk mikroskobunda bir kerede 10% 10°% hiicre yaklasik 5
dakikada incelenebilirken, akim sitometride 103 10° hiicre 1 dakika gibi
kisa bir surede incelenebilmektedir. Akim sitometride yari otomatik bir

islem sonrasi ¢cok parametreli bilgiye ulasmak olasidir.

Bu veriler 1siginda akim sitometrinin kullanim alanlari
arasinda immun fenotipleme, DNA analizi, hicre ¢odalmasinin ve
olumuandn incelenmesi, RNA ve protein igerik analizi, membran gegirgenlik

ve potansiyellerinin degerlendirimesi sayilabilmektedir®.

Akim sitometri bir cok sistemin birlesmesinden olusmustur.
Bunlar; érnek toplayici ve tasiyici sistem, akis sistemi (sheath fluid), 11k
kaynagi (lazer kaynagdi), sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama
aynalari, sinyal dedektorleri, bilgisayar ve ayirma dUzenegidir%.

Suspansiyon halindeki isaretli hiicreler ve partikiller hava
basinci ile akis sistemi icinden gegirilir. Akis sistemi igindeki sivinin akisi

¢ok hizli oldugundan yuUksek bir basing olusturur ve bu basing ile hicreler
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cam ya da quartzdan yapilmis akis kabinine gelirler. Bu kabinin geometrik
sekli ve sivinin laminar akisli, hucrelerin tek bir sira halinde gegisini saglar
ve tek sira halindeki hucreler lazer 111 iginden gegerek gorunur hale
gelirler. Hucrelerin isaretlenmesinde kullanilan florokrom denilen madde
lazer 15131 ile aktiflenir ve bu enerjiyle 1gIn yayar. Bu yayilan i1sigin
yogunluguna goére hucre boyutu, i¢ yapisi, yuzey morfolojisi ve hlcrelerin

canliigi hakkinda bilgisayara veriler aktarilir®”.
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3. GEREG VE YONTEM

Deneyde 2-5aylik, 200- 250 gr agirhginda, erkek, 60 adet
Wistar albino siganlar kullanildi. Deneyler, Ankara Numune Egitim Ve
Arastirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Protokol
No: 2011-3) izin alinmasindan sonra, Ankara Yildirm Beyazit Digkapi
Egitim Arastirma Hastanesi Etlik Poliklinigi Hlcre Aragtirmalari Merkezi
Laboratuar’'nda yapildi. Sicanlar standart 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik, havalandirmali, sabit oda sicakhdinda olacak sekilde kafeslere
yerlestirildi. Denekler standart pellet yemi ve musluk suyu kullanilarak
adlibitum olarak beslendi. Deneyler suresince yerel etik kurulca istenilen

sartlara uyuldu.

3.1. Deney Gruplari

1. Grup: Adacik Kultara

2. Grup: Adacik+ Progesteron Kultura

3. Grup: Adacik+ Hepatosit Ko-Kulturi

4. Grup: Adacik+ Hepatosit+ Progesteron Ko- Kultari

uygulananlar seklinde dizenlendi.

3.2. Karaciger Hiicresi (Hepatosit ) izolasyonu

Hepatosit izolasyonu Seglenin modifiye edilmis iki basamakli

kollagenaz yontemi ile yapildi.
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3.2.1. Hepatosit izolasyon Yontemi

Yikama solisyonunun hazirlanmasi (500ml igin);

-3,5 g NaCl (SK.R.13423 Sigma GERMANY )

-0,02 g KCI (SK.R.12636 Sigma GERMANY)

-0,48 g CaCl, . 2H,0 (SK.R.12022 Sigma GERMANY)

-5 mL 1M HEPES

-1 g BSA ( A2153 Sigma GERMANY)

500 mL DMEM (D6046 Sigma GERMANY) ile tamamlandi.
Tuzlar eriyene dek karigtirildi.

Perfuzyon solisyonunun hazirlanmasi (130 mligin);

-1,17 g NaCl (SK.R.13423 Sigma GERMANY )

-0,05 g KCI ( SK.R.12636 Sigma GERMANY)

-0,1 g Glukoz (158968 Sigma GERMANY)

-0,27 g NaHCOj3 (S5761 Sigma GERMANY)

2,6 mL 1M HEPES

130 mL DMEM (D6046 Sigma GERMANY) ile tamamlandi.

Tuzlar eriyene degin karistirildi.37 °C’ ye ayarlanmis su
banyosuna konuldu. Soliisyonun isisi 37 °C’ ye gelene kadar bekletildi.
Perfuzyon soliusyonunun 100 ml’ si 50 ml' lik 2 enjektore cekilir cerrahi
islem icin ayrildi. Geriye kalan 30 ml sollUsyon sindirim sollsyonu igin 37

°C’ de tutulmaya devam edildi.

Solusyon hazirlama islemi bittikten sonra letal dozda
anestezi verilmis karin tlyleri tiragslanmis ve batikon ile iyice sterilizasyonu

saglanmis erkek sigcanlarkarin kisimdan agildi (Resiml). Karaciger ve
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portal ven tespit edildi. Rahat igslem yapilabilicek konum verildi. Portal vene
kanil ile girildi (Resim 2). Onceden enjektérlere cekip hazirladigimiz
perfluzyon solUsyonu kanllden karacigere yavas yavas uygulanmaya
baslandl. Solusyon karacigere gittikge karaciger sinuzoitleri belirgin bir
sekilde gorunmeye ve sarimsi bir renk almaya bagladi (Resim 3-4).
Karacigerdeki kan disari ¢ikmis olurken ayni zamanda perflizyon

++

solisyonunda Ca*" bulunmadigindan hepatositleri birbirine baglayan Ca
bagimh E- cadherin baglari basit diflizyon kuralina gére Ca'™ suz
kaldiklari icin kopar®®. Bu islem iki asamal kollajenaz yodnteminin ilk
basamagini olusturur. Perflizyon solisyonunun tamami karacigere
verildikten sonra dikkatli bir sekilde karaciger cikartildi. Bu islemlerden

sonra si¢canin kalbi kesilmek sureti ile dldurulda.

Resim 1: Karin kismindan agiimig uygulamaya hazir sigan géruntiisii

78



Resim 2: Portal vene enjektor ile girilip sabitleniyor ve perfiizyon

soliisyonu uygulaniyor.

Resim 3: Perfiizyon soliisyonu uygulandiktan sonra siniizoitlerin belirgin hale
geldikleri géruliyor.
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Resim4:Karacigerin renk degistirmeye basgladigi izleniyor

ikinci basamak olan kollagenaz ile sindirim asamasinda 37
°C’ de tuttugumuz perfiizyon soliisyonuna 0,005 gr tip IV kollagenaz
eklendi. Enjektor ile 30 ml sindirim sollUsyonu karacigere verildi. Karaciger
bisturi yardimi ile 5- 6 pargaya kesildi ve sindirim sollUsyonu ile birlikte 37
C® de 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siirecinde karacigerdeki
retikUler fibrillerin pargalanmasi saglandi.

inkiibasyondan sonra karaciger doku érnekleri olabildigince
kligUk parcalara kesildi. Yikama sollisyonu eklenerek sirasi ile 210 y,70 p
ve 40 ' luk eleklerden gegirildi. 50 ml’ lik falkon tiiplere konularak 4°C’de
5 dk 23 G (150 rpm) yikama solusyonu ile santriflj edildi. Bu islem her
defasinda slUpernatanti atilip pellet Gzerine yikama sollsyonu konularak 3
kez yinelendi. Sonunda safa yakin hepatositler elde edildi. Canh ve 0lu
hdcreleri ayirmak igin gradient islemi yapildi. Bu iglem igin pellet Gzerine

10.8 ml percoll konulur pellet kirildi. Uzerine yavas yavas 12 ml DMEM
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eklendi. Percoll ve DMEM birbirine karistirimadan 4 °C’ de 20 dk.2000
rom de santriflj edidi. Santriflj sonrasinda tlpun orta kisminda toplanan
kisim pastor pipeti ile diger bir tipe alindi 50 mlI’ ye kadar yikama
soliisyonu ile tamamlandi 4 °C’ de 5 dk 23 G (150 rpm) santrifij edildi.
Supernatant atildi, pellet kirildi, yikama iglemi yinelendi. Bodylece

hepatositler saf ve canli sekilde izole edildiler®®.

Hepatositlerin sayisini ve canlihdini élgmek igin Caountes
cihazi kullanildi. izole edilen hiicreler yikama soliisyonu ile 20 ml' ye
tamamlandi ve homojenize edildi. Elde edilen materyalden 10 ul alinarak
uzerine 10 pl tripan mavisi eklendi. Hazirlanan suspansiyondan cihazin

Ozel lamina 10 pl konularak sayim ve canllik 6lgimu yapildi (Resim 5).

Total : 6.1 x 10° hiicre/ ml
Canli : 5.9 x 108 hiicre / ml
Oli  : 2.0 x 10° hiicre / ml

Sonug olarak % 97 oraninda canli hiicre elde edildigi belirlendi.
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Resim 5: Cauntes cihazinda sayilmi yapilan hepatositler (Tripan mavisiX100)

3.2.2. Hepatosit Hucre Kulturu

Hepatosit kultirinde besi yeri i¢cin William’ s medium E

kullanildi. Toz halindeki besiyerinin hazirlanigi;

%90 hacminde, sicakhigi 15-20 °C olan steril saf su {izerine
surekli karigstirarak yavas yavas toz medium eklendi. Toz timuyle eridikten
sonra 2,2 gr sodyum bikarbonat eklenerek karigtirildi. Bu iglem laminar
flow igerisinde steril kosullar saglanarak yapildi.

% 10 FBS+ 10 pg insulin+ 0.0004 gr dexamethason+ 100 U/
ml penicilin+ 100 mg/ ml streptomycin eklenerek William’s medium E ile

100 ml ye tamamlandi.
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24 saat onceden insan serumu ile kaplayip +4 °C de
bekletilen 6’ I kuyucuklara, her kuyucuga yaklasik 50 bin hepatosit hiicresi
gelecek bicimde ekim yapildi. Uzerine 4 ml hepatosit besiyeri konuldu.1
damla pen-strep damlatildi. 37 °C’de % 5 CO; inkiibatdrde kiiltiire edildi®.

3.2.3. Hepatosit Hucrelerinin PAS Boyamasi

Kllture edilen hepatositlerin bir kismi PAS reaksiyonunda

kullaniimak Uzere ayrildi ve PAS icgin asagida belirtilen yontem uygulandi;
1) Methanol igerisinde 5-15 dak. bekletildi.
2) Distile su ile yikandi.
3) 30 dak. havada kurumasi saglandi.
4) Periodik asit solisyonunda 5-10 dak. bekletildi.
5) Distile su ile yikandi.
6) Schiff Reagant’da 15-30 dak. oda sicakliginda bekletildi.
7) Distile su ile yikandi.
8) Haemalum Mayer’ de 10 dak. bekletildi.
9) Distile su ile yikandi.

Elde edilen hucreler invert mikroskopta (Leica, Germany)
resimlendirildi (Resim 6-7).
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Resim 6: izole edilen hepatositlerin PAS reaksiyon (=) goriintiileri (PAS X 400)

Resim 7:izole edilen hepatositlerin PAS reaksiyon (W) goriintiileri (PASX400)
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3. 3. Adacik izolasyon Agamalari

3.3.1. Solusyonlarin Hazirlanigi

3.3.1.1. RPMI 1640 (+) (FBS’li) Soliisyonunun Hazirlanisi

500 ml lik RPMI 1640 (-) L-Glutamine solusyonunun
icerisinden 60 mL alindi. Geriye kalan 440 ml sollisyonun Uzerine 50 ml
FBS, 5 ml L- Glutamine, 5 ml Pen- Strep- Amp eklenerek +4 °C’ de

saklandi. Solusyon 1 hafta igerisinde tiketilmelidir.

3.3.1.2. RPMI 1640 (-) (FBS’siz) Sollisyonunun Hazirlanigi

500 ml lik RPMI 1640 (-) L-Glutamine solisyonunun
icerisinden 10 mL alindi. Geriye kalan 490 mL solUsyonun tzerine 5 ml L-
Glutamine ve 5 ml Pen-Strep-Amp eklenerek +4 °C ‘de saklandi. Sollisyon

1 hafta icerisinde tuketilmelidir.
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3.3.1.3. HBSS (+) (FBS’li) Soliisyonunun Hazirlanisi:

500 ml lik HBSS solusyonunun igerisinden 60 ml alindi.
Geriye kalan 440 ml solusyonun Uzerine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamine, 5
ml Pen- Strep- Amp eklenerek +4 °C’ de saklandi. Solisyon 1 hafta
icerisinde tuketilmelidir.

3.3.1.4. Kollajenaz Enzim Sollisyonunun Hazirlanisi:

100 mg kollajenaz, 50 ml ye HBSS (-) solUsyonu ile
tamamlandi, 0,22 uym lik filtrelerden gegirilerek -20 °C’ de saklandi.

Solusyon 1 hafta icerisinde tlketilmelidir.

3.3.2. Adacik izolasyonu

Ketamin-ksilazin anestezisi altindaki siganlarin  karin
bolgeleri agilarak duktuslari belirlenip ampulla vateri klemplendi. Onceden
hazirlanan kollajenaz Tip V' den 10ml uygulanarak pankreaslari gigirildi.

Sisirme igsleminden sonra pankreas hizlica gikarilarak 50 ml’ lik tlplere
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alindi ve 37 °C’ de su banyosunda 18 - 20 dakika inkube edilip inkiibasyon
sonunda falcon tip 35 ml’ ye kadar RPMI/ FBS veya HBSS/ FBS ile
tamamlandi. Bunun ardindan 15 Sn hizli bir sekilde tip alt Ust edilip 1300
rom de yavas frende 3 dakika santrifuj edildi. SUpernatantatildi. Peletler
pipetajla kirillip ayni iglem yinelendikten sonra pellet 400- 450 pym' lik ¢elik
elekten stzilerek huniden 50 ml’ lik falkon tipe alindi. Eski falkon, gelik
elek ve huni RPMI/ FBS ile yikanarak 50 ml ye tamamlandi. Stspansiyon
1300 rpm de yavas frende 3 dakika santrifij yapilip sipernatani atildiktan
sonra bu islem bir kez daha yinelenip elde edilen pellet Gzerine 50 ml
serumsuz RPMI eklenip tekrar 1300 rpm, 3 dak. santriflj edildi.
Santrifljin ardindan 15 ml’ ye kadar sUpernatant atilip kalan kisim 3 adet
15’ lik falkon tipe 5 er ml olarak konulduktan sonra 1400 rpm de yavas
frende 5 dakika santriflj yapilip stupernatant atildi. Elde edilen pelletin
Uzerine 5 ml'ye kadar ficoll 1077 eklenip vorteks yapilip 5 * er ml serumsuz
RPMI eklendi. 2400 rpm de 20 dakika frensiz santrifijde santrifij
edildikten sonra dansite yogunlugu nedeniyle orta kisimda kalan adacik
hlcreleri pastor pipeti ile alinip hicreler baska bir 50 ml’ lik tipe konuldu.
1400 rpm de yavas frende 4 dakika santrifij yapilip stupernatani alinip
pipetaj yapildi. 25 ml ye kadar serumsuz ortam eklenip 1400 rpm de yavas
frende 4 dakika yeniden santrifij edildi ve ayni islem bir kez daha
yinelendi.

Elde edilen pellet Uzerine 10ml RPMI ekleyerek petriye
alindi. invert mikroskopta pipet yardimiyla her kiltiir kabi icin 50 adet
adacik toplandi. 15’ lik falconlara konuldu. Uzerleri RPMI besiyeri ile
tamamlandi. 1200 rpm’ de 10 dak santrifij edildi. Santrifij sonrasinda
sipernatant kismi atildi. Pelletler gruplara gére 6’ I kuyucuklara ekildi®.
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Adacik+progesteron ve adacik + hepatosit +progesteron ko-

kiiltir gruplarina 2 pg/ ml progesteron eklendi®* (Resim 8).

Resim 8 : 48.saat gruplara gore Kkiiltiire edilmis adacik ve hepatosit hiicreleri.
A)adacik kiltiirii ( -) adacik hiicresi (X 400) B) Adacik+Progesteron kiiltiirii grubu (
«) adacik hiicresi (X 400 ) C) Adacik+ Hepatosit Ko- Kiiltiirii ( ) adacik hiicresi (4)
hepatosit hiicresi (X 400 ) D) Adacik+ Hepatosit+ Progesteron Ko-Kiiltiirii ( -) adacik
hiicresi (N) hepatosit hiicresi (X 400 )

3.3.3. Fluoresan Boyalarin Hazirlanmasi
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3.3.3.1. Stok Propidium lodide sollisyonu (750 pM) :

5 mg PI, 10 mL PBS (pH 7,4) solusyonu igerisinde ¢ozulerek
hazirlandi. Bu sollisyon +4 °C ‘ de aliminyum folyo sarili kapta 3 ay stire

ile saklanabilir.

3.3.3.2. Stok Fluorescein diacetate sollisyonu (24 pM):

1 mg FDA, 100 mL asetonda ¢6ziindii. Bu sollisyon -20 °C

de aluminyum folyo sarili kapta 3 ay sure ile saklanabilir.

3.3.4. Adacik Hiicrelerinin Fluoresan Boya ile Boyanmasi

Klguk petri kabinin icerisine 918 ul PBS (pH 7,4) solusyonu
konuldu. Uzerine 90 pl adackk 6rnedi eklendi. 20 pl FDA stok
soliusyonundan, 20 ul de Pl stok solisyonundan eklenerek karanlk
ortamda 5 dakika saklandi ve fluoresan mikroskobunda 40 X blyutmede
canliliklart deg@erlendirildi. Kullanilan fluoresan boyalarin yeni derigimleri
0,46 uM FDA ve 14,34 uM Pl olur.
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Kullanilan reaktif boyalardan floresein diacetat (FDA), canli
hlcrelerin sitoplazmalarini boyar. 490 nm dalga boyunda, mavi Isik

eksitasyonu altinda yesil floresans verir®.

Diger reaktif Propidium lyot (PI), uyariima dalga boyu 536
nm’ dir. Oli hiicrelerin gegirgen hiicre membranlarindan DNA arasina
girerek kirmizi floresansveren bir boyadir. Calismamizda her bir adacigin
kirmizi ve yesil renkli floresan goéruntileri resimlendirilmistir. Bunlardan,
yesil ve kirmizi floresans yodunlugu hesaplanip birbirine oranlanarak,
MATLAB programinda renk analizi kodu kullanilarak canlihk ydzdesi

hesaplanmistir®,

3.4. Glukoz Uyarim Testi

3.4.1. Glukoz Uyarim Testi Soliisyonlari

Adaciklar glikoz ile uyarildiklarinda insilin salgilama

Ozelligine sahiptirler.

Elde edilen kulturlerde adacik hucrelerinin fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi igin glikoz varliginda insiilin salgilamalari ELIZA testi ile
degerlendirilebilir. Bunun igin gerekli solusyonlar;
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3.4.1.1.Yiiksek Glukoz Solisyonu (16,7 mM):

100 ml lik D- Glucose RPMI (-) dan 9,5 ml atilir. 2,5 ml
HEPES, 5 ml FBS, 1 ml Pen-Strep, 1 ml L-Glutamine eklendi. 300 mg
glukoz tartildi ve 100 ml ye hazirlanan ¢ozeltiyle tamamlandi. 0,22 um lik

filtreden gegirildi.

3.4.1.2. Dusiik Glukoz Soliisyonu (3,3 mM):

100 mL lik RPMI (-) D-Glucose dan 9,5 mL atildi. 2,5 ml
HEPES, 5 ml FBS, 1 ml Pen- Strep, 1 ml L- Glutamine eklendi. 59,4 mg
glukoz tartildi ve 100 ml ye hazirlanan ¢ozelti ile tamamlandi. 0,22 um lik

filtreden gegcirilerek hazirlandi.

3.4.2. Glukoz Uyarim Testi
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Adaciklar kultirde ise cikarildiktan sonra 1 kere 50 ml lik
falkon tipte RPMI (+) ile yikandi. 300 g de 3 dakika santriflij edildi. 2 kere
50 ml glukozsuz RPMI (-) ile yikandi. 2.yilkamadan sonra 60 mm lik petriye
5 ml 6rnek alindi. 6" ik kuyucuklara 4 adet 150 uym boyutunda adacik
eklendi. 37 °C de CO; inkubatérinde agzi kapal olarak 1 saat inkibe
edildi. 1 saat inkibasyondan sonra adacik hucrelerinin  bulundugu
kuyucuklardan htcreler besiyerleri ile birlikte, numaralandiriimis ependorf
tup igerisine alindi. 1800 rpm de 1 dakika santrifuj edildi. Tuplerden 900 pl
supernatan dikkatlice atildi. Uzerine 900 pl 3,3 mM lik glukozsuz RPMI
dan eklenerek ependorf tupten 6’lik kuyucuklardaki ayni kuyucuklara
koyulurdu. 1 saat 37 °C de CO; inkibatorinde agzi kapali olarak inkibe
edildi. 1 saat inkubasyondan sonra adacik hucrelerinin bulundugu
kuyucuklardan hucreler besiyerleri ile birlikte, numaralandiriimis ependorf
tlp icerisine alindi. 1800 rpm de 1 dakika santriflij edildi. Disuk glukoz
olarak isaretlenmis ependorf tlp icerisine 900 ul 6rnek alindi ve hemen -
20 °C ye kaldirildi. Ependorf tlpteki hiicreler Gizerine 16,7 mM derisiminde
glukoz iceren besiyerinden 900 pl eklenerek hicreler ependorf tipten 6 ‘lik
kuyucuklardaki ayni kuyucuklara koyuldular. 37 °C ‘de CO; inkUbatoriine
agzi kapali olarak yerlestirildi, her 15 dakikada bir kuyucuklar c¢alkalandi
ve 1 saat inkube edildiler. 1 saat inkiibasyondan sonra adacik hicrelerinin
bulundugu kuyucuklardan hdcreler besiyerleri ile birlikte,
numaralandinimis ependorf tlp icerisine alindilar. 1800 rpm de 1 dakika
santrifj edildiler. YUlksek glukoz olarak isaretlenmis ependorf tlp igerisine
900 ul 6rnek alindi ve hemen -20 °C ye ELIZA testi calisilmak Uzere
kaldirildi®,

3.5. Adaciklarin Proliferasyonunun Olgiilmesi
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Toz halindeki 5-Bromo-2’-deoksitridin (16880 Sigma-
GERMANY) 50 mg 1 1M amonyun hidroksit icerisinde c¢ozulerek
hazirlandi. Kultirden alinan adaciklar tripsinle etkin birakilarak hucrelerine
ayrigtirihrdi. 480 pl ortam igine 20 uyl BrdU konularak 40 dk karanlikta
boyanmaya birakildi.500 pl 6rnegin Gzerine 20 ul anti-BrdU eklenerek

akimsitometride sayim islemi yapildi®.

4. BULGULAR
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4.1. Canhliik Degerlendirilmesi

Adacik, adacik+ hepatosit, adacik+ progesteron ve adacik+
hepatosit+ progestereon grublarinin canliliklari Pl/ FDA floresan boyalar
ile boyandiktan sonra floresan mikroskobunda (Leica ,GERMANY) c¢ekilen
resimler (Resim 9, 10, 11, 12, 13). MATLAB programi araciligi ile
OlcUlmastur. Artan sureye kosut canlilik oraninin Adacik+ hepatosit+
progesteron grubunda en yuksek dizeye ulastigi gorulurken, adacik+
hepatosit ve adacik+ progesteron gruplarinda ayni duzeyde artis oldugu

belirlenmistir (Tablo 1) .

Tablo 1: Gruplara gore adacik canlilik yiizdeleri

CANLILIK ADACIK ADACIK+PRO ADA+HEPA ADA+HEPA+PRO
0.SAAT %78 %78 %78 %78
0.SAAT %76 %81 %81 %80
0.SAAT %82 %83 %77 %86
0.SAAT %80 %75 %75 %76
0.SAAT %74 %73 %79 %70
48.SAAT %82 %90 %90 %92
48.SAAT %79 %93 %89 %96
48.SAAT %84 %91 %93 %91
48.SAAT %80 %87 %91 %88
48.SAAT %85 %89 %87 %93
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Resim 9: 0. saat taze adacik floresan mikroskop goériintiisii. A) % 78 oraninda
canlilik gésteren adacik hiicreleri B) Olii adacik hiicreleri (Pl/ FDA X 400).

-

Resim 10: 48. saat adacik grubu floresan mikroskop goériintiisii. A) % 82 oraninda
canlihk gésteren adacik hiicreleri B) Olii adacik hiicreleri (Pl/ FDA X 400).
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Resim 11: 48. saat adacik+ progesteron grubu floresan mikroskop goriintiisiu. A) %
90 oraninda canlilk gdsteren adacik hiicreleri B) Olii adacik hiicreleri (Pl/ FDA X

400)

-

Resim 12: 48. saat adacik+ hepatosit grubu floresan mikroskop goriintiisi. A) %90

oraninda canlilik gdsteren adacik hiicreleri, B) Olii adacik hiicreleri (Pl/ FDA X 400).
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Resim 13: 48. saat adacik+ hepatosit+ progesteron grubu floresan mikroskop

goriintiisii. A) % 92 oraninda canliik gosteren adacik hiicreleri B) Olii adacik
hiicreleri (Pl/ FDA X 400).

4.2. Hiicre Cogalmasi

Akim sitometride yapilan sayim sonrasinda 0. saatte tUm
gruplarda adacik hicre c¢ogalma yuzdeleri birbirine esit olarak % 0.5
duzeyinde belirlenmigtir. 48. saatte yapilan sayim sonrasinda ise gruplar
arasinda hucre gogalmasi acgisindan belirgin farkliliklar oldugu goézlenmis;
¢ogalmanin en ¢ok adacik+ hepatosit+ progesteron grubunda oldugu bunu
siraslyla adacik+ hepatosit ve higbir uygulama yapilmayan adacik
grubunun izledigi saptanmistir. Proliferasyonun en az adacik+ progesteron
grubunda oldugu goérulmustur. Elde edilen bulgular Tablo 2 de ve Grafik

1’de 6zetlenmistir.
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Tablo2:Akim sitometri ile yapilan sayim sonuglar

BRDU ADACIK ADACIK+PROGESTERON ADA+HEPA ADA+HEPA+PRO
boyama

0.SAAT %0,5 %0,4 %0,6 %0,5
0.SAAT %0,7 %0,3 %0,6 %0,3
0.SAAT %0,6 %0,5 %0,8 %0,6
0.SAAT %0,3 %0,4 %0,6 %0,7
0.SAAT %0,4 %0,4 %0,4 %0,4
48.SAAT %1,1 %0,4 %3,1 %10,4
48.SAAT %1,4 %0,8 %3,3 %12,8
48 .SAAT %1,0 %0,1 %3,2 %9,2
48.SAAT %1,2 %0,5 %3,0 %8
48.SAAT %0,8 %0,6 %2,9 %11,6
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BrgU STAINED-A

BrdU STAINED-A+P

BrdU STAINED-H+A

10 10"

BrdU  AINED-H+A+P

o’

Grafik 1: Akim Sitometri Historgamlari. A) Adacik grubu, B) Adacik-Hepatosit
grubu, C) Adacik-Progesteron grubu, D) Adacik-Hepatosit-Progesteron grubu. Yesil

alanlar: eski hiicreler, kirmizi alanlar: gogalan hiicreler.
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4.3. Glukoz Uyarim Testi

0. ve 48. saatlerde glikoz uyarimi igin yapilan ELIZA testi
degerlendirildiginde adacik ve adacik-progesteron gruplarinda dugsuk
glukoz yogunlugunda 48. saatte insilin saliniminda az da olsa artig
g6zlenirken, adacik+ hepatosit ve adacik+ hepatosit+ progesteron
gruplarinda dusus belirlendi. Yuksek glukoz yogunlugunda ise tum

gruplarin insulin salinimda 0.saate gore dusus oldugu goruldu (Tablo 3).

Toblo 3.Glukoz uyarim testi sonuglari

ELiZA ADACIK ADACIK+PRO ADA+HEPA ADA+HEPA+PRO
LOW 14,5 12,5 12,5 12,5
LOW 12,5 9,5 12,0 11,5
LOW 10,5 15,5 13,0 13,5
0.SAAT
HIGH 60,5 62 66 69,5
HIGH 66 70 65 66
HIGH 71,5 66 67 62,5
LOW 16,6 14,65 11,5 8,2
LOW 15,1 16,99 8,4 8,1
LOW 18,1 12,31 14,6 8,3
48.SAAT
HIGH 44,38 46,6 39,5 31,24
HIGH 45,3 40.3 40,6 30,2
HIGH 43,46 52,9 38,4 32,28
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4.4. istatistik Analiz Sonuglari

Elde edilen veriler anova testi ile degerlendirildi. Temel ve
satandart sapmalari hesaplandi.

O.saatten 48. saate kadar gegen surede canlilik
dederlendirmesinde tim gruplarda artan sureye kosut canhhgin arttigr,
ancak en belirgin artigin adacik+hepatosit+progesteron grubunda oldugu
istatistiki olarak anlamli bulunmustur. (p< 0.05) (Tablo 4) (Grafik 2).

Gruplar arasinda yapilan istatistik analizinde BrdU boyamasi
sonucunda adacik+hepatosit+progesteron grubunda 48.saatte
proliferasyondaki artis istatistiki olarak anlamli bulundu (p< 0.05). (Tablo 5)
(Grafik 3).

instilin saliniminin degerlendirilmesi igin yapilan disik ve
yuksek yogunluktaki glukoz uyarim testinde 0. saatte disuk ve yuksek
glukoz varhigindaki degerler istatistiksel olarak anlamli ¢ikmazken
48.saatte elde edilen degerler anlamli bulunmustur. Buna gore dusuk
glukoz varhdinda en yogun insulin saliniminin adackk ve
adacik+progesteron gruplarinda oldugu saptanmistir (p< 0.05) (Tablo 6-7)
(Grafik 4-5).
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Tablo 4: Canlilik sonuglarinin anova testi ile degerlendirilmesi

CANLILIK ADACIK ADA+PRO ADA+HEPA | ADA+HEPA+PRO
0. SAAT 78-3,1+ 1" 78-4,1+1" 78-2,2+ 1" 78-5,8+1"
48. SAAT 82-2,5+0* 90-2,2+ 0* 90-2,2+0* 92-2,9+0*

*P< 0,05, #p >0,05

Tablo 5: BrdU boyamasinda proliferasyon ol¢ciim sonuglarinin anova testi ile

degerlendirilmesi

BRDU ADACIK ADA+PRO ADA+HEPA ADA+HEPA+PRO
0. SAAT 0,5-0,1+0,1* | 0,4-7,07x 10°+0,1" | 0,6-0,1+0,1" | 0,5-0,1%0,1"
48. SAAT 1,1-0,2 + 0* 0,4-0,2 + 0% 3,1-0,1 + 0% 10,4-1,8+ 0*

*P<0,05, #p >0,05

Tablo 6: 0.Saat ELIZA sonuglarinin anova testi ile degerlendiriimesi

ELiZA 0.SAAT

ADACIK ADA+PRO ADA+HEPA | ADA+HEPA+PRO
DUSUK 12,5-2+1" 12,5-3+1" 12,5-05+1" | 12,5-1+1%
YUKSEK 66-5,5+1" 66-4+ 1" 66-1+1" 66-3,5+1"

*P< 0,05 #p >0,05
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Tablo 7: 48.Saat ELIZA sonuglarinin anova testi ile degerlendiriimesi

ELIiZA 48.SAAT

ADACIK

ADA+PRO

ADA+HEPA

ADA+HEPA+PRO

DUSUK

16,6-1,5+0,005*

14,6-2,3+0,005*

11,5-3,1+0,005*

8,2-0,1+0,005*

YUKSEK

44,3-0,9+0,02*

46,6-6,3+0,02*

39,5-1,1+0,02*

31,2-1,0+0,02*

*P< 0,05, #p >0,05
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W 0. SAAT
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Grafik 2: Canlilik degerlendirilmesi
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PROLIFERASYON

12 +

B 0.SAAT

W A48.SAAT

AKIM SITOMETRI YUZDELERI

ADACIK  ADA+PRO ADA+HEPA  ADA+
HEPA+
PRO

Grafik 3: Poliferasyon degerlendiriimesi

DUSUK GLUKOZ YOGUNLUGU

ELiZA YUZDE DEGELERI

B 0. SAAT

W 48.SAAT

ADA ADA+ PRO ADA+HEPA ADA+HEPA+
PRO

Grafik 4: Diisiik glukoz yogunlugunda ELIZA yiizde degerleri
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Grafik 5: Yiiksek glukoz yogunlugunda ELIZA yiizde degerleri
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5. TARTISMA

Diabetin tedavisinde c¢esitli yOontemler kullaniimaktadir.
Bunlarin basinda diyet, oral antidiyabetik ilaglari ve disardan insulin alimi

gelmektedir.

Diabetin tedavisinde son yillarda kullanilan deneysel tedavi
yontemlerden birisi pankreas adacik naklidir. Adacik nakli ilk olarak 1970
yilinda yapilmistir. Ancak disardan insulin kullanmadan yasayan ilk hasta
1989 da uygulanan nakilde olmugtur. 2000 yilinda uygulanan adacik nakli
ile tedavi edilen kisinin bir yil disardan insulin almadan yasadigi

bildirilmigtir.

Adacik nakli yapilan hastalar transplantasyondan 200 gun
sonra % 66, 400 gun sonra % 44, 600 gun sonra % 34, 1000 gun sonra

ise %12 oraninda insulin bagimsiz yasamislardir®,

Langerhans adacik naklinde, vyeterli sayida adacik
transplantasyonun yapilmasi ve nakledilen adaciklarin uzun sure
canliliklarinin  korunmasi ¢ok onemlidir. Enzimatik sindirimde yapilan
degigimler95 saflastirma sirasinda “ficoll” yerine daha az toksik maddelerin
kullanilmasi®®  kiiltir ortamina adacik canliigini koruyucu maddelerin
eklenmesi ve genetik islemler”” gibi adacik canliligini artirmaya yoénelik
calismalar yapiimaktadir.

izolasyon kosullarini  optimize etme cabalarina karsin

adaciklarin gikariimasi, saflastirlmasi ve kultiru sirasinda ortaya ¢ikan
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stres sonucu olugan hasarlar, nakil dncesi adaciklarin yitimine ve iglev

bozukluguna neden olmaktadir®91%,

Organin g¢ikarilmasi sirasindaki mekanik etkenler, sogukta
korunma suresi, izolasyon ve saflastirma asamasinda kullanilan bazi
kimyasallar gibi bircok girisimsel etken bulunmaktadir. izole edilmis
adaciklar artik damarsizdir ve yeniden damarlanana dek iskemik hasara

etkin kalirlar*®®.

Pankreatik adacik hucreleri tedavi edilemeyen diabet
hastalarinda karaciger portal veninden verilerek alternatif tedavi
saglaniri02. Adaciklar portal venden verildikten sonra karacigerin sol
lobuna yayllmaya baslar ve hepatik sinuzoidlere yerlesirler. Adacik
naklinde énemli bir sorun kan aracili inflamatuar tepkime sonucu adacik

yuzeyinde hizla trombosit birikimidir.

implante edilen adaciklardan salinan insulin karacigerde

yapisal ve islevsel bazi degisiklikler yapar®.

Biz calismamizda adacik hucrelerinin karaciger hepatositleri
ile olan etkilesimlerinin hangi boyutta olduklarini incelemek eredgi ile in-vitro
kosullarda ayni ortami olusturarak adacik-hepatosit etkilesimini izlenmeyi
amacladik. Hepatositlerin adacik canhligi Uzerine olumlu bir etkisi
oldugunu, ayni zamanda canlilgi arttigi gibi insulin salgilama erkinde de

bir artig olacagini ortaya koymaya calistik.
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Progesteron hormonu hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan
LH uyarisina yanit olarak ovulasyondan sonra geride kalan folliktler hicre

katmaninin buzugmesiyle olugsan korpus luteumdan salgilanir.

Pankreas adaciklarinda progesteron reseptorid oldugu
bilinmektedir. Progesteron hormonunun siganlarda adacik hucrelerinin

prolifere olmasina etki ettigi gdsteriimistir'®>,

Bu etkiyi gbézlemleyebilmek eregiyle deney gruplarimiza
progesteron hormonu ekleyerek hem progesteronun adacik canliligi,
¢ogalmasi ve islevine etkilerinii, hem de hepatosit ile birlikte

uygulandiginda nasil bir etki gosterdigini belirlemeyi amacladik.

Literatur incelemelerinde konu ile ilgili ¢cok sayida in vivo ve
in vitro galismaya rastlanmistir. Calismalarin bir grubunda gesitli ajanlarin
adacik hicrelerine etkisi incelenirken, bir grubunda farkli hiicre gruplarinin

etkisi, diger bir grubunda ise hormonlarin etkileri arastiriimigtir.

Cesitli ajanlarin adacik hucrelerine etkilerinin incelendigi
calismalarin  birinde arastiricilar siganlara oral olarak uygulanan
vildagliptinin adacik hucrelerine etkileri incelenmigtir. Sigcanlara 4 gun
sureyle vildagliptin 20, 60 ve 100 mg/kg/gin oral olarak uygulandiktan
sonra adacik hiicreleri izole edilmis ve adaciklar +4 °C’ de 15 dakika O ve
300 uM H;0, iceren ortama etkin birakilmiglardir. Adacik hucrelerinin

canliliklar floresein diasetat (FDA) ve propidyum iyot (PI) ile boyanarak
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flouresan mikroskop ile degerlendirilmistir. Geri kalan adaciklar ise glikoz
uyarimi, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve superoksit dismutaz
(SOD) erki icin saklanmistir. Vildagliptin’in 100 mg/kg/gin oranindaki
dozunun hicre canlihgini arttirdigi saptanirken bu dozun H,O'’in yol agtigi
lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna kargi hucreleri korudugu
vurgulanmigtir. Ancak arastiricilar Vildagliptin uygulanan siganlardan izole
edilen adacik hucrelerinde glikoz saliniminin degiskenlik gosterdigini
belirtmigler; H,O, ile etkin birakma sonrasinda insdlin salinimi agisindan

gruplar arasinda anlaml bir fark bulamamislardir*®* .

In vitro primer insan adacik kiiltiirlerinde yapilan bir diger
calismada, kisa sureli GLP-1 (glukagon like peptide — 1) etkinligi izlenmis,
sonu¢ olarak kulture hucrelerde glukoz bagimli insulin salgilanmasinin

diizeldigi ve hiicre canliiginin arttigi gosterilmistir'® .

Dagh Gul ve arkadaslari, sicanlara 9 gun suresince oral
karvakrol uygulayarak adacik canliigina, oksidatif DNA hasarina, lipit
peroksidasyonuna ve protein oksidasyonuna etkisini incelemigler ve 20
mg/kg/giin  dozunun oksidatif hasari azaltarak adacik canliigini

korudugunu saptamislardirt.

Adacik hucrelerine cesitli hucrelerin eklenerek arastinidigi
calismalardan olan Gatto ve arkadaslarinin arastirmalarinda ise pankreas
kanal hucrelerinin (DEC) adaciklarin biyume ve iglevini destekleyen kok
hicreler oldugu bildirilmis; bu nedenle taze ve dondurulmus pankreas

adacik hucre canhligi Uzerine DEC ko-kultiranun etkileri arastiriimistir.
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Sonug olarak ko-kultur surecinin adacik sag kalim ve iglevsel erkini

gelistirmek icin dnemli bir ydntem oldugu gosterilmistir'®’.

Miki ve arkadaglari adacik hucrelerinden farklandirilan
fibroblast hicre serisi olan MNNK-1 hucreleri ile fare, sigan, domuz
Langerhans adaciklarinin ko-kultlire etmisler ve sonugta bu hicre serisinin
adaciklarin glukoza olan tepkisi, canliligi ve insulin salgilanmasi Uzerine

olumlu etkisinin oldugunu belirlemislerdir'®.

Luo ve arkadaslari insan Langerhans adaciklari ile allojenik
BM (kemik iligi) mononukleer hucrelerini birlikte kaltire etmisler ve BM
hicrelerinin adaciklar Gzerindeki onarici etkilerini incelemislerdir. BM ile
ko-kultirde aktif adacik htcrelerinin sad kalim sureleri ve insulin
saliniminin arttigi belirlenmigtir. Sonug olarak arastiricilar BM' nin adacik

hiicrelerinde hasar olusumunu geciktirdigini bildirmisleridir'®®.

Bizim calismamizda da saf adacikk kdltara ile
adacik+hepatosit ko-kulturi karsilastirlmis ve hepatositlerin  adacik
hicrelerine etkileri incelenmistir. Sonucta kultlire hepatosit eklenmesinin
diger calismalarda (107,108,109) belirtilen hiicrelerde oldugu gibi adacik
hdcre canliliklarinda artisa neden oldugu saptanmistir. Ancak adacik
kalturine DEC (107) ve MNNK-1 (108) eklendiginde gozlenen iglev ve
proliferasyona olan olumlu etki bizim c¢alismamizda kullandigimiz
hepatosit hulcrelerinin  eklenmesinde gozlenmemigtir.  Bu  bulgular
hepatositlerin adacik hucrelerine eklenmesinin kultirde belirgin bir etki

yaratmadigini gostermistir.
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Adacik hucre kultirine hormonlarin eklendigi ¢alismalardan
birinde Yamamoto T. ve arkadaslari rekombinat insan prolaktinini (PRL)
adacik hicre kultirine uygulamiglar ve 8 hiicre sag kaliminda anlaml bir
dizelme oldugunu ve ayni zamanda bu hucrelerin in-vitro ortamin
zararindan korundugunu gostermiglerdir. Sonugta kultur ortaminda PRL
eklenmesi basarili bir adacik nakli artisina, nakil éncesi kilttr sirasinda 3
hicre yitiminin en az duzeye indiriimesinde yararl bir sure¢ olabilecegini
dusunmdaglerdir. Alfa ve gama hucrelerinin aksine beta hucrelerinin
yuzdesinde kontrol grubuna karsin daha anlamli olarak artis

belirlemislerdir*°.

Bizim calismamizda Yamamato’ nun arastirmasindan farkli
olarak tum adacik hucreleri bir butin olarak degerlendiriimistir. Yine
calismamizda farkh olarak adacik kultirine progesteron hormonu
eklenmesinin etkisi incelenmistir. Sonug¢ olarak adacik kultirine
progesteron hormonu eklenen grupta canhligin saf adacik grubuna karsin
arttigi gozlemlenmigtir. Bu galismada diger ¢alismalardan ayricali olarak
hepatositlerle birlikte kultire edilen adacik hucrelerine progesteron
hormonunun etkisi de incelenmis ve gerek adacik canliligi gerekse

proliferasyonunun en ylksek bu grupta oldugu saptanmistir.

Shao ve arkadaslari, progesteron (PRG), prolaktin (PRL) ve
deksamethazonun (DEX) , MIN-6 B-hucreleri Uzerine insulin salinimi
etkisini gostermek i¢in bu U¢ hormonu ayni yogunluklarda ayni kosullarda
ayri ayri kiltir soliisyonu icine ekleyerek etkilerini incelemislerdir. instilin
salgilanmasi Uzerine hormonlarin etkilerini belirlemek eregiyle hucreler ilk
olarak modifiye Krebs-Ringer bikarbonat (KRB) ile iki kez yikanmisg ve 37
°C de 1 saat KRB tamponunda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan KRB

solisyonuna 3, 10 ve 16 mM glukoz eklenerek MING B-hdlcrelerinin glukoz
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ile uyarilmalari saglanmis ve daha sonra érneklerin ELIZA ile lglimleri
yapilmistir. Sonugta PRL ve PRG uygulanmis kultlrdeki hiicrelerde insilin
salgilanmasi arttigi buna karsin DEX eklenmis kulturdeki hucrelerde
insulin salgilanmasinin baskilandigi bildirilmistir. PRL ve PRG ile artan bir
insdlin salinimi olsa da PRG’ a etkin birakilan hucrelerin PRL’ e karsin ¢ok
daha az etkilendigi vurgulanmigtir. DEX’ in dlsuk glukoz yodunlugunda
insulin  salinimina belirgin  bir etkisi bulunmazken vyuksek glukoz

yogunlugunun insilin salinimini baskiladigi gdzlenmistir'**.

Bizim calismamizda Shao’ nun g¢alismasindan ayricali olarak
tum adacik hucreleri bir batln olarak degerlendirilmis, Ayrica progesteron
hormonunun glukoz varliginda insulin salinimina etkisi incelenirken, ek
olarak adacik+ hepatosit ve adacik+ hepatosit+ progesteron gruplarinda
da ayni inceleme yapilmistir. Deney 0. ve 48. saatlerde uygulanmigtir.
Dusuk glukoz varliginda 48.saatte en belirgin insulin artiginin saf adacik
ve adacik+ progesteron grubunda oldugu belirlenirken, ylksek glukoz
varliginda ise 0. saat ile karsilastirildiginda 48. saatte tum gruplarda
insulin saliniminda disis saptanmistir. Bu bulgu Shao’ nun calismasi ile
uyumlu olarak progesteron hormonunun insilin salinimini arttirmada

yeterli etkinlikte olmadigini gostermistir.
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6.SONUC

Calismamizda pankreas Langerhans adacik hicre
canlihgina hepatosit ve progesteron hormonunun etkilerini incelemek
eregiyle, 4 farkh grupta canllik, proliferasyon ve glukoz uyarim testi

caligmalari yapildi.

Canlilik dlgimunde 0. ve 48. saatlerde PIl/ FDA floresan
boyasi kullanildi ve MATLAB programinda sayisal veriler elde edildi. Elde
edilen veriler sonucunda canliik orani en fazla adacik+ hepatosit+
progesteron hormon grubunda oldugu belirlendi. Adacik+ hepatosit ve
adacik+ progesteron hormon gruplarinda canlihik orani birbirine esit
bulundu. Bu bulgu istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Sonu¢ olarak
adacik canlihdi Gzerine hepatosit hlicrelerinin ve progesteron hormonunun
birlikte uygulanmasinin tek tek uygulanmalarina gore daha etkin oldugu

saptandi.

Adacik hucrelerinin proliferasyon degerlendiriimesi BrdU ile
isaretlenip akim sitometride oOl¢llerek yapildi. Elde edilen sayisal verilerde
adacik+ hepatosit+ progesteron hormon grubunda  adacik
proliferasyonunun diger gruplara karsin daha fazla oldugu gdézlemlendi.
Tek basina hepatosit hlcresi ya da progesteron hormonu uygulamasinin
adacik proliferasyonu Uzerine herhangi bir etkisi olmadigi belirlendi.

Bulgular istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,05).

Adaciklarin dusuk ve yluksek glukoz varhidinda insulin

salinimlari ELIZA testi ile degerlendirildi. 0. ve 48. saatlerde glikoz uyarimi
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icin yapillan ELIZA sonuglarinda, adacik ve adacik-progesteron
gruplarinda dusuk glukoz yogunlugunda 48. saatte insulin saliniminda az
da olsa artis go6zlenirken, adacik+hepatosit ve adacik+ hepatosit+
progesteron gruplarinda dugus belirlendi. Yuksek glukoz yogunlugunda ise
tum gruplarin insulin salinimda 0. saate gobre dusus oldugu goérulda.
Bulgularimizda yaptigimiz  istatistiksel degerlendirmede sonuglar

anlamliydi (p< 0,05).

Sonug olarak elde ettigimiz tim veriler degerlendirildiginde
adacik hucrelerinin canliigi, proliferasyonu ve iglevi Uzerinde hepatosit
hucrelerinin ve progesteron hormonunun tek tek uygulanmalarinin olumlu
bir etkisinin olamadigi, ancak birlikte uygulandiklarinda bu etkinin olumlu
oldugu kanisina varidi. Bu bilgiler 1191 altinda adacik canllgi,
proliferasyonu ve islevini artirmaya ydnelik ¢alismalarin sirdurdlmesi

gerektigi dusunulda.
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7.0ZET

Tip 1 Diabetes Mellitus pankreatik Langerhans adaciklarinin
beta hucrelerinin bazi genetik HLA alelleriyle iligkili olarak otoimmun
harabiyeti ve yitimiyle seyreden sureden bir hastaliktir. Ekzojen insulin
tedavisi, Tip 1 diyabetli hastalarda yagsam kalitesini arttirmak ve diyabetin
suregen komplikasyonlarini 6nlemek ya da geciktirmek icin tek segenektir.
Yogun insulin tedavisinin suregen komplikasyonlari Onlemede vyeterli
basariya ulasamadigi gozlenmektedir. Tip | diyabet tedavisinde pankreas
adacik hucrelerinin izole edilerek, daha az-invazif yoldan (portal vene
inflzyonla) karacigere nakledilmesine yonelik calismalar 1990 larda hiz
kazanmistir. izolasyon sirecinde olusan hipoksi ve oksidatif stres,
hlcrelerde sitokin aracili apoptoz ve nekrozu uyarmakta ve hucre yitimine
neden olabilmektedir. Nakil dncesi adacik hicrelerinin kultir edilmesinin,
preparatlardaki hicre yogunlugunu arttirip htcre canhhidini uzattigina

yonelik veriler bulunmaktadir.

Biz de calismamizda kultire adacik hucrelerinin karaciger
portal ven’ inden verildikten sonra canliiginin nasil etkilendigini
gOsterebilmek ve progesteron hormonunun etkisini  belirleyebilmek
eregiyle in-vitro kosullarda adacik+ hepatosit ko-klltirine progesteron
hormonu ekleyerek adaciklarda floresan boyama ile canhlik dlgumu, BrdU
ile boyayip akim sitometride sayarak proliferasyonuna olan etkilerini ve
glukoz tolerans testi ile fonksiyon Olcimi yapmayi ve gruplar arasindaki

farkliliklari belirlemeyi amacladik.

Deneyde 2-5 aylik, 200-250 gr agirhginda, erkek, 60 adet

Wistar albino siganlar kullanildi. Adacik kultart, Adacik+ Hepatosit ko-
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kultart, Adacik+ Progesteron kulturt, Adacik+ Hepatosit+ Progesteron ko-
kaltart, gruplan olmak Uzere 4 grupta, 0. ve 48. saatlerde incelemeler
yapildi. Hepatosit izolasyonunda Seglen’ in iki basamakl izolasyon
yontemi temel alindi. Canlilik ve sayim islemleri Cauntes (invitrogen-
ABD) cihazinda yapildi. Adacik hicrelerinin canlilik 6lgimu icin P/ FDA ile
florasan boyamasi yapildi. BrdU boyasi ile isaretlenip akim sitometride
hiicre cogalmasi hesaplandi. Glukoz uyarim testi icin ise ELIZA yéntemi

uygulandi.

Adacik hdcrelerinin canlilik degerlendirmesinde 0. saat ile
48. saat arasinda en fazla artis Adacik+ Hepatosit+ Progesteron grubunda
gOzlendi.. Adacik hucrelerinin ¢gogalmasinin dlgimunde canhilikla orantili
olarak en fazla artis Adacik+ Hepatosit+ Progesteron grubunda gézlendi.
Glukoz uyarim testi verilerinde insllin salinimi dusik glukoz varhginda
adacik ve adacik+ progesteron grubunda 0. saate gore 48. saatte artis
oldugu gozlenirken, yuksek glukoz varliginda ise butin gruplarda bir
diusus oldugu belirlendi. Elde edilen veriler anova testi ile degerlendirildi ve

sonuglar bulgularla uyumlu bulundu.
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8. SUMMARY

Typel Diabetes Mellitus is a chronic disease accompanied
by the autoimmune destruction and loss of the beta cells of the pancreas
related to some HLA alleles. Exogenous insulin therapy is the only
treatment option to increase the quality of life and to prevent or to delay
the chronic complications in patients with Type 1 diabetes. Intensive
insulin therapy does not appear to achieve adequate success in
preventing the chronic complications. in thetreatment of Type 1 diabetes,
the studies directed to isolate the pancreatic islet cells and to perform the
islet cell transplantation in to the liver via a lessin vasive way ( to the portal
vein, by infusion) accelerated in 1990s. Hypoxia and the oxidative stres
that developed during the isolation process may induce the cytokine-
mediated apoptosis and necrosis and may lead to cell loss. There are data
indicating that performing the culture of the islet cells before the
transplantation may increase the volume of the cells in the preparations

and prolongs the cell’ s life.

In our study, we aimed to demonstrate how the liveness
of the cultured islet cells were affected after the irintroduction into the
portal vein, to determine the effect of progesterone by adding
progesterone to the islet hepatocyte co-culture under the in-vitro
conditions and measuring the liveness of the islets by fluorescent staining
and determining its effects on proliferation by counting the BrdU- stained
isletsin flow cytometry, to perform the measurement of the function by

glucose tolerance test and to determine the inter group differences.
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60 male Wistar albino rats weighing 200-250 g, a ged from 2
to 5 months were used in the experiment. The examinations were
performed at Oth and 48th hour in the 4 groups which were the islet culture
group, the islet+ hepatocyte co-culture group, the Islet+ Progesteron
culture group, Islet+ Hepatocyte+ Progesteron co-culturegroup. The
hepatocyte isolation was based on the two-step isolation method of
Seglen. The procedures for liveness and counting, were performed in
Cauntes (Invitrogen-ABD). The fluorescent staining was performed with
PI/FDA in order to measure the liveness of the islet cells. The cell
proliferation was calculated in flow cytometry after the cells being marked

by BrdU staining. ELIZA method was used for the glucose stimulation test.

In the assessment of the liveness of the Islet cells, the
highest increase between the Oth hourand 48th hour, was observed in the
Islet+ Hepatocyte + Progesterone group. In the measurement of the islet
cell proliferation, correspondingly to the liveness, the highest increase was
observed in the Islet+Hepatocyte+ Progesteron group. While the results of
glucose stimulation test revealedan increase in the insilin secretion at
48th hour in comparison with Oth hour, in the islet+ progesterone group in
the presence of low glucose level, a decrease was observed in all groups
in the presence of high glucose level. The data obtained were assessed

by anova test and the results were found to be consistent with the findings.
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