MAE Vet Fak Derg, 2 (2):117-123,2017

DOI: 10.24880/maeuvfd.349014
Arastirma Makalesi

RADYOIODIN (3'T) UYYGULANAN RATLARDA KARACIGERDEKI
HISTOPATOLOJIK BULGULAR VE HEPATIK SATELLATE
HUCRELERDE ARTIS

Rahsan YILMAZ! ,/ Nihat YUMUSAK!', Hasan ikbal ATILGANZ Gokhan
KOCA?, Meliha KORKMAZ?

! Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji ABD, Sanlurfa/Tiirkiye
2 Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi Niikleer Tip Boliimii, Ankara/Tiirkiye
3 Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi Niikleer T1p Béliimii, Hatay/Tiirkiye

Gelis Tarihi: 03.11.2017 Kabul Tarihi: 22.11.2017
Makale Kodu: 349014

OZET

Radyoaktif iyot ("*'T) hipertiroidizm ve tiroid kanserlerinin tan1 ve tedavisi amaciyla kullanilan bir
radyoniikliddir. Bu ¢alisma ile ratlarda radyoiodinden (*3'T) kaynaklanan karaciger hasarimin histopatolo-
jik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi amaglandi. Calismada 20 adet disi Wistar Albino
rat kullanildi ve bunlar rastgele higbir isleme tabi tutulmayan kontrol grubu (n=10) ve '*'Tuygulama gru-
bu (n=10) seklinde ikiye ayrildi. Ugiincii aymn sonunda nekropsileri yapilan ratlarm karaciger dokulari
rutin doku takibine alindi. Karacigerin histopatolojik incelemesinde *'T grubunda kapsula altinda granu-
lom olusumlarima rastlandi. immunohistokimyasal boyamada "*'I grubunda hepatik satellate hiicrelerin
(HPCs), yogunlugunu gosteren GFAP boyamalariin kontrol grubundan daha yiiksek bir degere sahip
oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler: 31, histopatoloji, karaciger, HPCs, GEAP, immunohistokimya, rat.

HYSTOPATHOLOGICAL FINDINGS AND HEPATIC SATELLITE CELLS INCREASE
IN THE LIVER OF THE RATS APPLIED RADIOIDIN (')

ABSTRACT

Radioactive iodine (**'T) is a radionuclide used for the diagnosis and treatment of thyroid
cancers and hyperthyroidism. This study was aimed to evaluation by histopathological and
immunohistochemical of hepatic damage caused by radioiodine (**'I) in the rat. Twenty
female Wistar Albino rats were used in the study and they were randomly divided into two
groups as control group (n = 10) and "*'T application group (n = 10). At the end of the third
month, the liver tissues were taken of rats at the necropsy, the tissue specimens underwent
routine tissue processing. Histopathological examination was observed granuloma formation
in the liver in "'T group. Immunohistochemical staining the GFAP was showed in the '
group the higher than in the control group, that showed density of the hepatic satellite cells

(HPCs).
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GIRIS

Tiroid hastaliklarinda radyoniiklid tedavi
amaci ile radyoaktif iyot ("*'I) kullanilmakta
olup etkin, pratik, giivenilir ve ucuz olmasi-
nin yanisira cerrahi komplikasyonlar g6z6-
niine alindiginda avantajl bir tedavi modeli
olmasi nedeniyle 1940’11 yillardan beri basa-
r1 ile kullanilmaktadir (1) . 1*'I tedavisi insan,
kedi ve kopeklerde tiroid hastaliklarinda,
Graves ve toksik nodiiler guatr gibi hiperti-
roidi ile seyreden hastaliklar ile diferansiye
tiroid kanserlerinin ablasyon ve tedavileri
gibi bircok alanda kullanilmaktadir (1-4).
BIP’in yarilanma 6mrii 8,1 giindiir. Yapisin-
daki beta partikiillerinin minimum enerjisi
69 kiloelektronvolt (keV), ortalama enerjisi
190 keV, maksimum enerjisi 606 keV, gama
partikiillerinin enerjisi ise 364 keV ve doku-
daki ortalama mesafe araligt 0.4 mm olan
bir radyoniikliddir. i¢erdigi beta partikiilleri
hiicre hasarina yol acarak tedavide kullanilir
iken, gama enerjisi ise sintigrafik goriintiile-
meye olanak tanimaktadir (5). Oral yolla uy-
gulanan "'l gastrointestinal sistemden tam
ve hizli bir sekilde emilerek sistemik dolasi-
ma gegmektedir (2,6). Tan1 ve tedavi amaci
ile kullanilan *'T ’in erken, ara ve ge¢c donem
yan etkileri bildirilmistir (2, 7). Kisa donem
(ilk 96 saat) yan etkileri kserostomi, bulan-
t1, karin agrisi, kusma, tat alma duyusunda
degisiklikler, paratiroid ve submandibular
bezlerde hassasiyet ile tiroid ¢evresinde agri
sayilabilir (7). Ara donem yan etkileri (< 3
ay) siyaloadenitis, tat alma veya koklama
duyusunda kayip ve gecici allopesiden olus-
maktadir (2). Uzun donem (> 3 ay) yan et-
kileri ise kseroftalmi, kronik ve tekrarlayan
konjuktivit ve dakriyostenozidir (2, 8-10).

Karaciger, parenkimal ve nonparenkimal
hiicrelerden olusur. Nonparenkimal hiicreler
arasinda endotel hiicreleri, Kupffer hiicrele-
ri, karacigere bagl dogal oldiiriicii hiicreler,
hepatik stellate hiicreler (HSCs) ve kolangi-

yositlerdir yer almaktadir (11). Hepatic stel-
late hiicreler (HSCs) karacigerin onariminda
onemli role sahiptir (12-14). HSCs’in kolla-
gen iiretiminde, fibrinogenezis ve dolayisi ile
sirozun gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu
bilinmektedir (13, 15). Aktive olmus HSCs
normalde A vitamini sentezleyen hiicreler-
den, hasar gormiis karaciger dokusunda eks-
traseliiler matriks (ECM) tireten kontraktil
myofibroblastik hiicrelere doniisiir (15, 16).
HSCs siniizoidal alanlardaki makrofaj, dent-
ritik hiicre veya kuffer hiicreleri gibi antijen
sunan hiicreler (APC) ile etkilesim icerisinde
olup, APC’lerin antijen sunma islevlerini et-
kileyebilmektedir (17).

HSCs mezenkimal hiicreler olarak tanim-
lanir. Bu hiicreler vimentin, a-smooth musc-
le actin (a-SMA), desmin ve glial fibriler
asidik protein (GFAP) gibi sitoskeletal pro-
teinler icermektedir (18, 19). Ratlarda HSCs
astrositlerdeki ara filamentlerin ana bileseni
olan Glial Fibrilar Asidik Protein (GFAP)
igerirler. Ratlarda GFAP pozitif HSCs lo-
blilde homojen dagilmis bulunurken, nor-
mal insan karacigerinde az sayida GFAP (+)
kiictik HSCs grubu portal alanin kenarima
veya yakinina yerlesmistir. Sirozda GFAP
ekspresyonu, yeni olugsmus nodiillerin kena-
rindaki HSCs veya nodiillerdeki hiicre grup-
larinda artmaktadir (20, 21). Bu ¢alismada,
HSCs’in varligini ve yogunlugunu gostere-
bilmek i¢in immunohistokimyasal olarak
GFAP boyamasi yapildi. Daha 6nceki c¢alis-
malarda "'l kullanimimna baglh karacigerde
sekillenen fibrozis, hepatosit degenerasyo-
nu, granulom ve diger histopatolojik degisik-
liklerde HSCs’in rolii ortaya konulmamustir.
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Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi
tarafindan verilmistir. Calismada 20 adet
(ortalama agirhigr 225-275 gr, 4-6 aylik)
disi, Wistar albino rat kullanildi. Ratlar
Saki Yenili Deney Hayvanlar1 Uretim
Laboratuarindan saglandi. Ratlarin ortama
adaptasyonu amaciyla laboratuara bir hafta
onceden getirildi. Tlim ratlar, Ankara Egitim
ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda, % 65-70 nem, 22+1 °C
sicaklikta, 12 saat gece ve 12 saat giindiiz 151k
periyodu olan ortamda barindirildi. Ratlar
polipropilen kafeslerde, radyoaktif bulastan
korunma amagh tek kullanimlik absorban
bezler konularak barindirildi ve ad libitum
sistemine gore beslendi. Ratlar rastgele 2
gruba ayrildi. I1ki 'T kullanilmayan kontrol
grubu (n=10), digeri 111 MBq (~3 mCi)
nazogastrik sondaj yolu ile (Radyoiyodin
MON-IYOT-131Eczacibasi/MonrolNiikleer
Uriinler Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi
Gebze, Kocaeli, Tiirkiye) verilen "' grubu
seklindeydi. *'I grubundaki ratlar 3 ay sonra
intraperitoneal olarak 50 mg/kg propofol
verildikten sonra etik kurallara uygun olarak
dekapite edilerek karaciger dokular1 alindi.

Histopatolojik inceleme:

Gruplardaki ratlardan nekropsi sonra-
st alinan karaciger dokular1 %10’luk nétral
tamponlu formaldehit (pH 7.2-7.4) soliis-
yonu igerisinde tespit edildi. Rutin doku
takibinden sonra olusturulan parafin blok-
lardan 4 p kalinliginda kesitler alinip Hema-
toksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Boyama
sonrast kesitler 151k mikroskobunda (Olym-
pus BX53) ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kamera
altinda (Olympus DP73) incelendi. Dokular
fibrozis ve granulom olusumu yonlerinden
incelendi.

GFAP immunohistokimyasal inceleme:

Mikrotomda 4 p kalinhiginda kesilerek
lysinli lama alinan preparatlarda immu-
nohistokimyasal boyamalar igin streptavi-

Yilmaz, Yumsak, Atilgan, Koca, Korkmaz

din-biotin-peroksidaz yontemi kullanildi.
Polyclonal Mouse Anti-Human Glial Fibril-
lary Acidic Protein (GFAP) (DAKO) anti-
koru 1:300 oraninda sulandirilarak 37°C’de
1 saat inkube edilerek, Streptavidin Biyotin
Peroksidaz teknigine gére boyandi. Antijen
aciga cikarma islemi i¢in 37 °C’de, 15 daki-
ka, proteinaz K ile gerceklestirildi, kromojen
olarak diaminobenzidine 3 dakika (DAB,
TA-012-HDC ve DAB substrate buffer, TA-
125-HDS; Lab Vision) ve zemin boyamasi
icin Harris Hematoksilen (Merck) kullanil-
d1. Immunuhistokimyasal boyama sonuglari
151tk mikroskobunda oncelikle pozitif veya
negatif boyama seklinde incelendi. Immu-
nositokimyasal skorlamada boyanmanin
dagilimi ve yogunlugu goz oOniine alinarak,
her kesitte x40 obkejtifde rastgele segilen 5
objektif alanindaki pozitif boyanan hiicreler
sayilarak 0: yok, 1-15:1, 16-30: 2, 31-45: 3,
46>4 seklinde derecelendirildi.

Istatistiksel degerlendirme:

Gruplar arasinda immunohistokimyasal
boyama sonuglarinin degerlendirilmesi igin
non-parametrik testlerden Wilcoxon-kont
testi uygulandi.

SONUCLAR

Makroskobik olarak, "'l grubunda ka-
racigerin yiizeyinde 0,3 mm-1 cm arasinda
degisen boyutlarda, beyazimsi1 krem renkte,
multifokal granulomlar gézlendi.

Histopatolojik inceleme sonuc¢lari:

Mikroskobik incelemede, *'I grubunda
makroskobik olarak karacigerin ylizeyinde
goriilen odaklarda granulom olusumlarina
rastlandi. Bu granulomlar karaciger kapsiili
altina yerlesmis olup, ¢evresi bag doku ile
cevrili, bazilarinda merkezde pembe renkte
diizensiz yapida nekroz alanlarinin oldugu
odaklar seklindeydi. Ayrica bu alan igerisin-
de gelisi glizel dagilim gosteren bazilari tam
mineralize olmus sekilsiz mor renkte kalsi-
fikasyon alanlar1 ile tam mineralize olma-
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mis seffaf mavimsi renkte kristalize yapilar
gozlendi. Granulom igerisinde yabanci cisim
dev hiicrelerine rastlandi (Resim 1.C). Ayri-
ca karaciger parankiminde ozellikle portal
iicgende bag doku artis1 dikkati ¢ekti (Resim
1.B). Kontrol grubunda c¢ok hafif siddette
hiperemi disinda herhangi bir histopatolojik
lezyona goriilmedi (Resim 1.A).

Immunohistokimyasal inceleme

sonuclari:

Pozitif boyanan GFAP pozitif HSCs hiic-
reler kontrol grubunda sinuzoidlerde diizen-
siz, ince bantlar seklinde koyu kahve renkte
gozlendi (Resim 2.B). T grubunda ise yine
sinuzoidlerde diizensiz, ince bantlar sek-
linde, portal liggende perivaskuler fibrozis
alanlar ile granulom cevresindeki dejenere
hepatositlerin sitoplazmalarinda koyu kahve
renkte (Resim 2.C) goriildii. Boyanma sitop-
lazmada, koyu kahve renkteydi. *'I grubun-
da gozlenen pozitif boyanmalarin kontrol
(Resim 2.A) grubuna gore oldukca yogun
oldugu dikkati cekti.

Istatistiksel degerlendirme sonuglari:

Wilcoxon-kont testine gore gruplar ara-
sinda istatistiki olarak farklilik tespit edildi
p<0,01. Yapilan istatistiksel degerlendirme-
ler Tablo 1 ve 2’de belirtilmis

Tablo 1. Gruplar aras istatistiki degerlendirme

N Mean rank Sum of ranks

Negativeranks 0° .00 00
Positiveranks  10° 5,50 55,00
1317
Ties 0=
Total 10

a:1311I< kontrol, b: 131> kontrol, ¢: 131I= kontrol.

Tablo 2. Gruplar arasi istatistik sonucu
Test Statistics 13T kontrol

Z -2,919°
Asymp Sig. (2-tailed) 004
a. Wilcoxon Signed ranks test

b. Based on negativeranks

TARTISMA

Total viicut iyonize radioiodin uygulama-
lar1 hiicresel oksidatif stresi artiran serbest
oksijen radikallerine bagli olarak ¢oklu or-
gan disfonksiyonlarina neden olabilmekte-
dir. Bu durum DNA ve hiicre membraninda
hasara neden olmakta (22), DNA sentezini
azaltmakta (23) ve pro-oksidan ve antioksi-
danlar arasindaki dengeyi bozmaktadir (24).
B1T tedavisinin karaciger dokusunda olustur-
dugu hiicresel hasarin en 6nemli nedeni lipid
peroksidayonudur. Bugiine kadar "' uygu-
lamasinda karacigerde radyasyon hasarini
azaltmak i¢in antioksidanlar, sitoprotektif
ajanlar, angiotensin-II tip 1 reseptor antago-
nistleri, immiin modiilatorler, prostaglangin-
ler ve A, C, E vitaminleri (25) ve montelukast
(26) gibi bircok sentetik veya dogal ilaglar
kullanilmistir. Karacigerde 6zellikle kapsula
altinda olusan lezyonlar histopatolojik ola-
rak tipik granulom yapis1 gostermekteydi
(27). Bu galisma ile Atilgan ve ark.’nin *']
uygulamasinin karacigerde hiperemi, steato-
sis, hiicresel degisiklik, safra kanali prolife-
rasyonu, fibrozis, vendz lezyonlar, kapstilde
kalinlasma ve granulom olusumuna neden
oldugunu belirttigi calismanin bir ileri asa-
mast olarak granulomlu alanlarda HSCs’in
varligr ve yogunlugunun gostergesi olarak
GFAP’in  immunohistokimyasal boyanma-
st ile gosterilmistir. Lezyonlu bdlgelerde
GFAP’mn dolayist ile HSCs’in yogunlugu-
nun artmis olmasi daha 6nceki ¢alismalar ile
uyumluluk gostermektedir (28-30). Bu yo-
gunluk istatistiksel olarak gruplar arasinda
farklilik oldugunu gostermektedir p<0,01.

Bu caligma ile *'I uygulanan ratlarin ka-
raciger dokusunda perivaskuler fibrosiz, he-
patositlerde dejenerasyon ve kapsiilde granu-
lom olugsumlarina bagli olarak artan HSCs’in
varlii GFAP’1in immunohistokimyasal ola-
rak boyanmasi isle ilk kez gosterilmistir.
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Resim 1. Karacigerin HOE boyamalari, A: Kontrol grubu, kapsiil (ok basi), hepatosit (ok) X 200;

B: BT grubu, perivaskuler fibrozis (ok basi), dejenere hepatositler (oklar) X 200; C: B'T grubu,
kapsiil (kalin ok), hepatosit (ok), dev hiicre (ok basi), kristalizasyon (yildiz) X 200.

Resim 2. Karacigerin IHC boyamalari, A: Kontrol grubu, GFAP pozitif HSCs (oklar) X 200; B:

BIT grubu, vena sentralis (kalin ok), GFAP pozitif HSCs (oklar) X 200; C: "*'I grubu, GFAP pozitif
HSCs (oklar), fibroz kapsiil (kalin ok), granulom (y1ldiz) X 200.
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