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TAMOKSIFENIN SICAN KARACIGERINE ETKISI:
ISIK VE ELEKTRON MiKROSKOPIK INCELEME

Aysel GUVEN#, Feriha ERCAN**

OZET

Tamoksifen, meme kanserinin tedavisinde uzun siirelt, en ¢ok kullamlan trifeniletilen grubun-
dan, en etkili antidstrojenik ilagtir. Bu ilacin uzun siireli kullanuwmina bagli olarak karaciger ve
uferusta yan etkilere neden oldugu bilinmektedir.

Karaciger tizerine morfolojik etkilerini incelemek amaci tle Sprague-Dawley cinst digi sicanla-
ra 3.5 ay siireyle i.p olarak tamoksifen, 1.5 mg /kg olacak gekilde uygulandr. Alinan karaciger
biyopsi materyalleri 151k ve elekiron mikroskopi diizeyinde incelendi.

TIsik mikroskopt diizeyinde karaciger hiicre kordon diizeninde bozulma, kanama odaklari,
Dissé aralif1 bag dokusunda artig gézlendi, Hepatosit ince yapisinda membran ve organellerin-
de degigiktikler, glikojen igeriginde ve lipid damlaciklarinda ve vakuollerde artma gozlendi.

Sonug olarak, sicanlarda bu siire ve dozda tamoksifen uygulaninu karaciger hasarina sebep ol-
maktadir.

Anahtar kelimeler: Tamoksifen, karacifer, morfolojt

SUMMARY

The effects of tamoxifen on the rat liver; light and electron microscopical study. Tamoxifen
is an anticestrogenic in a triphenylethylen group drug, common used for long time period
rnammary gland cancer treatment. Long time period consumption of this drug has a negative
effect on the uterus and liver.

For observation of the effect of tamoxifen on the lLiver morphology, tamoxifen was applied to
the Sprague-Dawley female rats ip. 1.5 mg/kg for 3.5 months. Liver samples were examined at
both Hight and electron microscopy level.

Liver samples was showed that degeneration of the regulation of the cell cordon, bleeding are-
as, increase of the connective tissuc at Dissé space at light microscopy level, Ultrastructural
observations showed that alterations of the membrane and organelle structure, formation of
vacuoles, and increase of glycogen and lipid droplets in the hepatocyte cytoplasm.

As a result, application of the tamoxifen to the rats in these doses and time causes liver dege-
neration.

As a result, patient freated with famoxifen because of the observation of the liver degeneration
should be under control frequently.
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ARASTIRMALAR

GIRIS

Kadinlarda, en sik g&riilen kanserlerden biri
olan meme kanserinin tedavisi ve yiksek
risk tagiyan kisilerin korunmas: Snemlidir.
Bu amagla nonsteroid antidstrojen maddeler;
Gstrojenin meme tiimorlerinin gelisimine di-
rekt etkisi ve biiylimesim stimiile etmesi

nedeniyle meme kanseri riski tagiyan ve me-
me kanseri olan kadinlarda antikanserojen
olarak yaygin gekilde kullanilirlar (12:13,23),

Tamoksifen; kemoterapiiik ve kemoproflak-
tik olarak, meme kanserinin endokrin tedavi-
sinde uzun siireli, en ¢ok kullanilan antine-
oplastik maddelerden biridir (1.3:20),
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Meme tiimor dokusunun Ostrojene baglh pro-
liferasyonu, tamoksifenin gerek resepttr
2.3.910.13.21) gerekse direkt hiicresel antidstro-
jen aktivasyonu ile onlenmektedir 4324, Bu-
nunla birlikte uzun siireli tamoksifen uygu-
lanmasmun belidi dokularda Gstrojen seviye-

sinin artmasina neden oldugu bilinmektedir
(1,18.22),

Tamoksifenin Ostrojen benzeri aktivasyonu-
nun, dstrojen bagunli tiimor geligimine ne-
den oldugu ileri stiriilerek, 6zellikle karaci-
gerde Ostrojenik etkisiyle hepatokarsinojenik
aktivasyonu (141316171925 ye epdometrium

kanserini stimiile ettifi saptanmigtir 415
20,21,22)

Tamoksifenin, tedavi ve proflaktik amach
uzun siire kullamlmasinda, dstrojenik etkisi

nedeniyle yan etkilere neden olmasi: Gnembi-
dir (14.57:8,14,16,19)

Bu ¢alismada, tamoksifenin sigan karaciferi
tizerine etkilerini morfolojik yénden incele-
mek amaclandi.

-MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Enstitiisii (DE-
TAE)Yinden elde edilen 12 adet Sprague-
Dawley cinsi (180-200 gr) geng erigkin disi
siganlar kullaniidi. Aym biyolojik ve fizyo-
lojik kogullarda tutulan sicanlara (n=6), di-
metilsiilfoksitte ¢oziilmiis 6.6mg/ml oranm-
da tamoksifen citrate (Nolvadex), 1.5mg/kg
olacak sekilde i.p. olarak 3,5 ay stireyle her
giin uygulandi. Kontrol grubuna {n=6) ise
sadece dimetilsiilfoksit verildi.

Mikroskopik Preparasyon

Kontrol ve deney grubu siganlardan, eter
anestezisi altinda aymu karaciger bolge-
lerinden 151k ve elektron mikroskopik goz-
lemler i¢in biyopsi materyalleri alindi. Isik
mikroskopik inceleme igin alinanan doku
parcalart Bouin fiksatifinde tesbit edildi. Ru-

Giiven A, Ercan F,

tin mikroteknik iglemierinden sonra, 4-5 p
kalinligmmda alman kesitlere hematoksilin-
¢osin (H+E), Masson trikrom, perivodik asit
schiff+haemalun (PAS+HI) boyalar1 uygu-
landi. Boyali kesitler Olympus BH-Z foto-
mikroskobunda degerlendirildi.

Elektron mikroskopik inceleme igin alman 1
mm? liik biopsi materyalleri; fosfat tamponlu
(pH 7.3, 0,1M) (3'liikk glutaraldehit ¢ozelti-
sinde 1.5 saat fikse edildi. (I'lik OsOy ile
saat stiren postfiksasyon sonrasi rutin elekt-
ron mikroskopi takibi yapilarak, araldit igin-
de polimerize edildi. Leica Uliracut R ultra-
mikrotomunda alinan yaklasik 60nm kalinl-
findaki kesitler, uranil asetat ve kurgun sitrat
boyalari ile kontrastlandi. Ince kesitler Jeol
1200 SX elektron mikroskobunda degerlen-
dirildi.

BULGULAR

Kontrol grubu: Isik mikroskopik inceleme-
lerde V. centralis ¢evresinde diizenli sekilde
yer alan karaciger hiicre kordonlarinin yer
aldig1 goziendi (Mikrograf 1, 2, 3). Hepato-
sit sitoplazmasinda, PAS+ boyanan glikoje-
nin homojen dagilimli ve ince partikiiller
seklinde oldugu goriildii (Mikrograf 2).
Masson trikrom ile boyal kesitlerde bag do-
ku dagilimi diizenli olarak goriildii. (Mik-
rograf 3).

Elektron mikroskopi gozlemlerinde, hepato-
sit nukleuslari, sitoplazmadaki organel dagi-
linm ve glikojen partikiilleri normal ince ya-
pidaydi. Hepatositlerin biribirine komguluk
eden ekzokrin yiizlerinde diizenli yapida zo-
nula occludens ve safra kanalikiilii izlendi
(Mikrograf 4).

Tamoksifen grubu: Isik mikroskopi incele-
melerinde karaciger hiicre kordonlarmin
yapi ve biitiinliigiiniin bozuldugu, periportal
saha ve hepatosit kordonlan arasmda bilyiik
kanama odaklari oldugu goriildii (Mikrograf
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5 A). Hepatosit nukleuslarinda sekil bozuk-
luklari, ve sayica artmig nukleoluslar gizlen-
di (Mikrograf 5 A-B).

Nukleuslarin piknoza giderek dejenere oldu-
§u, sitoplazmasinda vakuolizasyonun ileri
derecede arttifn izlendi (Mikrograf 5B, 6).
Bazi1 hepatositlerin sitoplazmasini glikojenin
doldurdugu, Dissé aralifindaki bag dokuda
ve siniizoid icerisinde PAS+ yapida madde-
nin yer aldigt ve siniizoid duvar yapisinin
bozuldugu goritldi (Mikrograf 6). Masson
trikrom ile boyali kesitlerde hepatositler ara-
sida yer alan Dissé aralifn bag dokusunda
ve mononiiklear hiicre infiltrasyonunda artig
gozlendi (Mikrograf 7).

Elektron mikroskopi bulgularinda hepatosit-
lerde, belirgin heterokromatin yapisina sahip
ve invaginasyon yapmig nukleuslar mevcut-
tu (Mikrograf 8 A), baz kesitlerde ise 151k
mikroskopi bulgularina paralel olarak nukle-
olus sayisinda artig goriilmekteydi (3 nukle-
olus) (Mikrograf 8 B). Sitoplazmada;
graniillii endoplazmik retikulum sisterna
yapisinda artig ve dilatasyon (Mikrograf 8
A), diiz endoplazmik retikulum sisterna ya-
pisinda incelme, yer yer madde birikimi ve
baz1 hepatositlerde sayica azalmms mitokond-
riler izlendi. Bazi hepatositlerde hiicre de-
jenerasyonuna bagh organel kaybi, ve vaku-
olizasyon alanlar: goriildii (Mikrograf 9, 10).
Sekonder lizozom sayisinda ve lipid damla-
ciklarinin miktarninda artis gozlendi. Ozel-
likle o glikojen partikiiileri sayica artarak ro-
zet formunda biiyiik gruplar olugturmaktaydi
(Mikrograf 11). Hiicrenin safra kanalikiiliine
yakin yiiziinde dilate olmug ve sayica artmis
Golgi aygit1 vardi. Safra kanalikiiliinii
olugturan ckzokrin ylizde, mikrovill: ya-
pisinda diizensizlik, sayisinda azalma, liime-
ninde genisleme ve zonula occludens ya-
pisinda diizensizlik ve hiicreler arasi iligkide
azalma izlendi (Mikrograf 12). Dissé arali-
gina bakan yiizde mikrovilli yapisinda in-
celme ve diizensizlik gozlendi (Mikrograf 8
A).

TARTISMA

Giintimiizde kullanilan antineoplastik ilagla-
rin, ¢ofunun dogrudan sitotoksik sekilde et-
kiyerek hiicre hasan meydana getirdigi bilin-
mektedir %, Antidstrojenik etkili tamoksi-
fen, meme kanserinin tedavisinde uzun siire-
den-beri kullanilan en tyi ilagtir.

Tamoksifen sindirim sistemine alindiktan
sonra, intestinal absorbsiyona ugrar ve %
98'i plazma albuminine baglanarak tagimir.
Bir ¢ok ila¢ gibi tamoksifen de, karacigerde
mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum
mikrozomlarinda sitokrom P-450 oksidaz-
larla metabolitierine ayrilir. Biiyiik kismu fe-
cesle, bir kism1 da idrar yoluyla atilan bu
metabolitler bagta karaciger olmak tizere ak-
ciger, uterus, pankreas, hipofiz gibi organ-
larda yiiksek konsantrasyonda birikir (¥, Ta-
moksifenin karaciger kanserine neden olma-
s1, karaciger mikrozomlarinda metabolize
edilmesi, dokularda birikimi nedeniyle calig-

malar karaciger iizerine odaklanmigtir U4
19,21,22),

Bu amagla, tamoksifenin kullanmm siiresi ve
dozuyla iligkili kargilashrmali olarak yapilan
151k mikroskopik bir ¢cok arastrmada, ilacin
uzun siireli veya yiksek dozda kuilamimasi-
mn, strojenik etkiyi ortaya gikararak, serum
dstrodiel konsantrasyonunda artisa neden
olarak, karacigerde zararh etkiyi ologturdugu
(1,6,7.8,10,12,13.23) ve insanda tamoksifenin
giinde 10mg’ dan fazla dozda alindiginda or-
taya ¢iktif1 saptanmugtir (9,

Hepatoselliiler tiim&r insidansinn doz ve ve-
rilen siireye bagh olarak arttifun gdsteren
151tk mikroskopik caligmalarda; tamoksifen
verildikten 31 hafta sonra sicanlarda kanser-
lerin biiyiik ¢ofunlugunun hepatoselliiler
karsinoma oldugu 99 ve ilacin verilig siiresi-
ne paralel olarak artan ¢apta ve sayida
hiperplastik nodiile neden oldugn saptanmms-
tir (9,

Tamoksifen, karaciger iizerine zararl etkisi-
ni; organ agirliginda azalma @725, hepatosit




organellerinde morfolojik ve fonksiyonel
bozukluklar, lipidozis 03 ve hepatoselliiler
karsinomalar (416.17.18,1920) glarak giisterir.

Greaves P. ve arkadaglari da, tamoksifen
alanlarda yaygin lipidozis hepatoselliiler
karsinom, ayrica hepatosit peroksizomlarin-
da proliferasyon teshit etmislerdir 04,

3.5 ay siireyle tamoksifen uygulanan sican-
farin karacigerlerinin histolojik yapisinda
biiyiik degigimler oldugu gézlenmistir,

Tamoksifenin; ilag ile olusturulan karaciger
hasarmin en yaygin goériilen bulgularindan
birisi olan kolestazise neden oldugu cesitli
aragtirictlar tarafindan saptanmigtir 1617,
Tamoksifenin DNA veya proteinlere kova-
lent baglandig ve bu kovalent baglanmanin
doku toksisitesi ve karsinojenite meydana
getirdigi bir ¢ok arastiric: tarafindan saptan-
nmugtir ©20. Ayrica tamoksifenin, karacierde
DNA senfezini azalttign, DNA hasan ile he-
patoselliiler kanser ve karsinojenik siiregte
etkili olan genotoksik etki olugturdugu ileri
siiriilmiigtiir (7:14.16.19.2022)

Hirsimaki P. ve arkadaglari, tamoksifen
alanlarda hepatosit nukleus ¢apinda ve kro-
matin miktarinda artig, apoptotik ve nekrotik
hepatositler saptamiglardir (7, Buna paralel
olarak bazi hepatosit nukleuslarmda kroma-
tin yogunlagsmasi goriilmiis, 6zellikle 151k
mikroskopide ¢ok biiyiik boyutta, polimor-
fik, ¢ok nukleoluslu ve yer ver de piknotik
nuldeuslara rastlamuglardir. Gerek nukleus,
gerekse sitoplazmadaki bu degigikliklerin;
tamoksifenin DNA ve protein iizerine direkt
etkisi ile ©?0 ye ayrica hiicre organellerinde
hasara paralel olarak nukleus-sitoplazma
iligkisinde azalma ile oldugu diisiiniilmekte-
dir.

Yapilan bircok ¢alismada ¢zellikle 151k mik-
roskopik diizeyde incelemeler vapilarak ta-
moksifenin kullanim siiresi ve dozuna bagh
olarak artig gdsteren hepatocelluler karsino-
maya neden oldugunu saptamiglardir.

Giiven A, Ercan F,

Bu c¢alismada, 151k mikroskopi seviyesinde
belirgin hepatocelluler karsinoma goriilen
dokularm yamsira goritlmeyen karaciger do-
kularinda da elektron mikroskopi bulgular
bu hiicrelerde de az olmakla birlikte hasar
meydana geldigini ortaya koymustur. Ta-
moksifen ile ilgili organel diizeyinde hepato-
sit morfolojisi caligmalanmin azlif gz dnii-
ne alindifinda elde ettifimiz bulgularin ila-
cm kullammmin gerektigi durumlarda dik-
katli olunmasi gerektigini diislindiirmekte-
dir.
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Mikrograf Aciklamalars:

Mikrograf 1: Kontrol si¢can karacigerin-
de,V. Centralis (VC) ¢evresinde hepatosit-
lerden kurulu diizenli hiicre kordonlarmin
(HK), yapis1 goriilmektedir. Sin: Siniizoid,
H+E, X200

Mikrograf 2: Kontrol grubunda, hiicreler
icerisinde homojen dagilimh PAS (+) gliko-
jen partikiilleri izlenmektedir. PAS+HI,
X400

Mikrograf 3: Kontrol grubunda periportal
sahada; V. interlobularis (v), A.interlobula-
ris (a}, ductuli biliferi (db) ve kollagen lifle-
rin (=) yer aldif diizenli bag doku yapis:
izlenmektedir. Masson trichrome, (200

Mikrograf 4: Kontrol grubunda diizenli ya-
pida hepatosit goriilmektedir.: n: Nukleus,
—: graniillii endoplazmik retikulum, =: diiz
endoplazmik retikulum, m: mitokondri, b 1i-
zozom, —<: zonula occludens, s: safra ka-
nalikiildi, elektronmikrograf, bar: 500 nm

Mikrograf 5A: Tamoksifen verilen grupta
hepatosit kordon diizeninin (—) bozuklugu,
biiyiik kanama odaklar () ve ¢ok nukleo-
luslu (>) hepatositler gézlenmektedir. II+E,
X100, inset; X1000
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Mikrograf 5B: Tamoksifen verilen grupta,
hepatositlerde artmig vakiolizasyon (v),
nukleuslarda sekil bozuklugu (—), nukleolus
sayisinda artig (>) gozlendi. H+E, X400

Mikrograf 6: Tamoksifen verilen grubun
hepatositlerinde nukleus ¢ap farkliliklart (n),
sitoplazmada ileri derecede vakuolizasyon
(v}, bazt hiicrelerde PAS+ (%) madde yo-
gunlagmasi belirgin olarak izlenmektedir.
PAS+HI, X1000

Mikrograf 7: Tamoksifen verilen grupta
hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyon
{—) bag dokuda ve mononiikleer hiicre in-
filtrasyonunda (%) artig goriiimektedir. Mas-
son-trichrome, X200

Mikrograf 8A: Tamoksifen verilen gruba
ait hepatositte membran yapis: diizensiz
nukleuslar (n), sekonder lizozom sayisinda
artma (1), bitylik vakuoller (v}, Dissé araligi-
na bakan yiiziinde mikrovilli yapisinda bo-
zulina (%), hepatositler arasinda iliskide ko-
pukluk ve bog alanlar izlenmektedir. Elekt-
ronmikrograf, bar 1 pm

Mikrograf 8B: Tamoksifen verilen gruba
ait hepatosit nukleusunda 3 nukleclus goriil-
mektedir. Elektronmikrograf, bar 1 nm




Mikrograf 9: Tamoksifen verilen grubun
hepatosit sitoplazmasinda, graniillii endop-
lazmik retikulum yapisinda incelme (—),
mitokondri sayisinda azalma (m) ve hiicre
dejenerasyonuna bagl organellerde azalma
ve bog alanlarin (%) ortaya ¢iktigi gézlen-
mektedir. Elektronmikrograf, bar: 1 pm

Mikrograf 10: Tamoksifen verilen grubun
hepatosit sitoplazmasinda mitokondri mat-
riksinde yogun madde birikimi (m), graniillii
endoplazmik retikulumda (—) ve diiz endop-
lazmik retikulum tiibiil vesikiillerinde dila-
tasyon (>), o glikojen partikiillerinin rozet
tarzinda yogunlagtin (=) goriilmektedir.
Elektronmikrograf, bar: 200nm.

Giiven A., Ercan F,

Mikrograf 11: Tamoksifen verilen grupta
hepatosit sitoplazmasinda o glikojen parti-
kiillerinin yoZun birikimi (—) sekonder lizo-
zomlarin artig1 (>) gézlenmektedir. Elekt-
ronmikrograf, bar: 2 nm

Mikrograf 12: Tamoksifen verilen grupta
iki hepatosit arasinda zonula occludens yapi-
simn bozularak (—+«) hiicreler arasi baglan-
tuin koptugu, safra kanalikiiliinde mikrovilli
sayisinda azalma ve incelmenin (m) ortaya
¢itktigr goritimektedir. Elektronmikrograf,
bar: 500nm.
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