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Özet: Bu çalışmada, iyonlaştırıcı radyasyonun albino farelerde hepatosit proliferasyon oranına etkisinin araştırılması 
amaçlandı. Normal ve iyonlaştırıcı radyasyona maruz kalan albino fare hepatositlerindeki prolifere hücre çekirdek anti-
jeni (PCNA) ekspresyonu immünoperoksidaz boyama tekniğiyle belirlendi. Radyasyon grubundaki fareler, çalışmanın 
bir ve yedinci günlerinde 30 dakika süre ile Kobalt 60-gama (1,333 MeV) ışını ile 10 Gy dozunda radyasyona maruz 
bırakıldı ve onbeşinci gün hayvanların nekropsileri yapıldı. Kontrol grubu fare hepatositlerinde PCNA immünopozitifliği 
sadece hücre çekirdeğinde gözlenirken, radyasyon grubu albino farelerde hem çekirdek hem de sitoplazmada tespit 
edildi. Kontrol grubunda, PCNA immünopozitif hepatositlerin oranı (%27,76±20,4), radyasyon grubuna oranla                     
(%7,53±5,43) daha yüksekti (p<0,007). Kontrol grubunda çift çekirdekli (dikaryotik) hepatositlerin yüzdesi (%10,22± 
3,54) radyasyon grubuna oranla (%16,61±7,01) daha düşüktü (p<0,019). Radyasyona maruz kalan farelerin karaciğe-
rinde iri çekirdekli hepatositlere ve piknotik hepatositlere sıklıkla rastlandı. Çift çekirdekli hepatositlerdeki PCNA 
immunoreaktivitesi çoğunlukla her iki çekirdekte, daha az sıklıkla da tek çekirdekte görüldü. Sonuç olarak, PCNA eks-
presyonu normal albino fare hepatositlerinde çekirdekte eksprese olurken, radyasyona maruz kalmış fare 
hepatositlerinde genellikle hem çekirdek hem de sitoplazmada gözlendi. Ayrıca,10 Gy iyonlaştırıcı gama radyasyon 
prolifere olan hepatosit sayısında azalmaya ve çift çekirdekli hepatosit sayısında artışa neden olmaktadır. 
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The Effects of Ionizing Radiation on the Hepatocyte Morphology and Proliferating                                                             
Cell Nuclear Antigen (PCNA) Expression in Albino Mice 

Summary: In this study, it was aimed to investigate the effect of ionizing radiation on hepatocyte proliferation in albino 
mice.  Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression was determined in hepatocytes of the normal mice and 
those exposed to ionizing radiation by means of immunoperoxidase staining technique. Mice in the radiation group 
were exposed to Cobalt 60-gamma (1.333 MeV) rays for 30 min at a dose of 10 Gy on the first and the seventh day of 
the study, and were necropsized on day 15.  While PCNA immunoreactivity was observed in the hepatocyte nuclei of 
the control mice, the reaction was determined not only in nuclei but also in cytoplasms of hepatocytes of the irradiated 
mice. The percentage of PCNA immunoreactive hepatocytes was significantly higher in the control mice                           
(%27.76±20.4) than that of the irradiated mice (%7.53±5.43) (p<0.007). The percentage of binucleated cells in the  
control mice (%10.22± 3.54) was significantly lower than that of the irradiated mice (%16.61±7.01) (p<0.019). In the 
liver of the irradiated group, hepatocytes with either a larger nucleus or picnotic nucleus were frequently seen. PCNA 
immunoreactivity in binucleated cells was observed frequently in both nuclei, but rarely in one of the nuclei. As a result, 
hepatocytes of the normal albino mice displayed nuclear PCNA expression whereas the irradiated mice usually 
showed both nuclear and cytoplasmic expressions. In addition, 10 Gy ionized gamma radiation reduced the number of 
the proliferating hepatocytes, but increased the number of the binucleated hepatocytes. 

Key Words:  Hepatocyte, immunohistochemistry, ionizing radiation, mouse, PCNA  

Giriş 

Prolifere hücre çekirdek antijeni (PCNA-
Proliferating cell nuclear antigen), genomik DNA 
replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde önemli 
rolü olan 36 KD ağırlığında temel bir proteindir (16, 
25). PCNA, hücre siklusunun G1 fazında sentez-
lenmeye başlar, S fazında en yüksek seviyesine 

ulaşır ve DNA polimeraz δ’ya yardımcı olarak gö-
rev yapar (4, 18). İnterfazdaki hücrelerde PCNA 
çözünür formdadır ancak UV ışık gibi tetikleyiciler, 
çözünmeyen kromatin-PCNA kompleksi oluşumu-
na neden olur ki, hücre siklusunun S fazındaki 
PCNA bu formdadır. Prolifere hücre çekirdek anti-
jeninin çözünmez forma geçmesi de PCNA-temelli 
DNA polimeraz δ aktivitesi için bir göstergedir (2). 
Tanno ve Taguchi (1999) PCNA’nın düşük veya 
yüksek konsantrasyonlu Potasyum klorür ile 
ekstraksiyonuna göre, nükleoplazmada L ve H, 
sitoplazmada ise L ve P formlarının bulunduğun-
dan söz etmektedirler (24). Yeni sentezlenen P ve 
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L formundaki PCNA’nın bir kısmı sitoplazmada 
kalırken, L formundaki PCNA’nın bir kısmı da 
nükleoplazmaya transfer olur ve DNA’ya bağlana-
rak H  formuna çevrilir (24). 

Son yıllarda parafinde bloklanan doku örneklerin-
den hazırlanan kesitlerde, PCNA ekspresyonunun 
belirlenmesinde monoklonal PCNA antikorları yay-
gın olarak kullanılmakta ve bu teknikler 
otoradyografik teknikler H3 timidin ve 5-bromo-2’-
deoksiüridin - BrdU tekniklerine ciddi alternatif 
oluşturmaktadır (6). Fare ve sıçan PCNA’sı da bu 
türlerin hepatosit proliferasyonu için uygun bir işa-
retleyicidir (7). İmmünohistokimyasal boyamalarda 
önemli ölçüde çekirdek lokalizasyonu gösteren 
PCNA’nın, lenfoma (15) ve osteosarkoma hücrele-
rinde (13, 26), fötal dönemdeki yüksek derecede 
farklılaşma kapasitesine sahip hücrelerde (5), pla-
sentanın sitotrofoblastlarında (3) hem çekirdek 
hem de sitoplazmada lokalize olduğu bildirilmekte-
dir. Çekirdekteki PCNA’nın hücre çoğalmasındaki 
rolü kısmen anlaşılmış olmasına rağmen sitoplaz-
madaki PCNA fonksiyonu yeterince anlaşılama-
mıştır (3). 

Gerek çevresel, gerekse tedavi amaçlı uygulanan 
iyonlaştırıcı radyasyonun, normal hepatositler üze-
rindeki etkilerinin belirlenmesi ve azaltılmasına 
yönelik çalışmalara ilgi gün geçtikçe artmaktadır 
(15, 17, 19, 21). İyonlaştırıcı radyasyon, hücreler-
de DNA hasarına yol açan reaktif oksijen radikalle-
ri aracılığı ile ünit membranlarda lipid 
peroksidasyonuna neden olmaktadır (19,21). Ma-
ruz kalınan doz ve süreye bağlı olmakla birlikte 
iyonlaştırıcı radyasyon verilen kemirici karaciğerin-
de, piknotik ve çift çekirdekli (dikaryotik) hepatosit 
sayısında artış görülmektedir (14, 19, 21). 
Oksidatif hücre hasarlarında kromatin-PCNA 
komplekslerinin oluşumunda aksaklıklar olabilece-
ğine dair bazı bulgular vardır (2). Kompleks şekil-
lenmesindeki aksamanın PCNA ekspresyonunda 
herhangi bir değişikliğe yol açıp açmadığına dair 
bulgular ise yetersizdir. 

Bu çalışmada, sağlıklı ve iyonlaştırıcı gama ışınla-
rına maruz bırakılan albino farelerde hepatosit 
morfolojisinin ve PCNA ekspresyonunun belirlen-
mesi amaçlanmıştır. 
 

Gereç ve Yöntem 

Çalışmada kullanılan 10 erkek albino fare (Mus 
musculus var. albinos),  her birinde 5’er fare bulu-
nan kontrol ve radyasyon gruplarına ayrıldı. Çalış-
ma boyunca tüm hayvanlar pelet halindeki stan-
dart fare yemiyle beslendi ve suya serbestçe ula-
şabildiler. Tüm deneysel uygulamalar, Kırıkkale 

Üniversitesi Etik Kurul Yönergesi esaslarına uygun 
olarak gerçekleştirildi. Radyasyon grubundaki hay-
vanlar, Ankara Üniversitesi Radyasyon Onkolojisi 
Anabilim Dalı’nda, çalışmanın bir ve yedinci günle-
rinde iki kez, Kobalt 60-gama (1.333 MeV) ışınları 
ile (ATC Cobalt 60 SSD ) 10 Gy dozundaki radyas-
yona 30 dakika süreyle maruz bırakıldı. 

Onbeş günlük deney süresi sonunda fareler letal 
dozda pentobarbital verilerek ötenazi edildi. Alınan 
karaciğer örnekleri % 2.5’ lik glutaraldehitte tespit 
edildi ve 0.1 M kakodilat tamponunda (pH: 7.4) ile 
yıkanarak, 2 saat % 1’lik ozmik asitte 
postfikzasyon gerçekleştirildi. Alkol ve ksilol serile-
rinden geçirilerek parafine bloklanan dokulardan 
alınan seri kesitlerin bir kısmı hematoksilen-
eozinle boyanırken, kalan kesitleri de 
immunohistokimyasal yöntemle PCNA demonstre 
edildi (27). 
 

İmmunohistokimyasal işlemler 

Kesitler bir gece 37 ˚C de kurutulduktan sonra 
ksilolde iki kez 10’ar dakika tutularak parafin uzak-
laştırıldı. Sonrasında absolü alkolden başlayarak 
distile suya kadar sırasıyla 10’ ar dakika  % 95 ve 
%70 alkollerde tutularak rehidrasyon gerçekleştiril-
di. Bütün aşamalar oda sıcaklığında (20˚C) ve 
nemli ortamda gerçekleştirildi. Endojen 
peroksidaz, kesitler distile suda hazırlanan %3’ lük 
hidrojen peroksitte 5 dakika tutularak bloke edildi. 
Antijen geri kazanım işlemi kesitlerin retrival solüs-
yonunda (Dako ürün kodu: 2031, ABD) 40 dakika 
süreyle kaynatılmasıyla gerçekleştirildi. Non-
spesifik blokaj işlemi için kesitler protein bloke edi-
ci solüsyonda (Labvision; İngiltere, ultravision 
detection system, TP-125-HL) 5 dakika süreyle 
tutuldu. PCNA antikoruyla (Dako; ürün kodu: 
N1529) 50 dakika süreyle ile inkübe edilen kesitler 
biyotinli polivalent anti-mouse sekonder antikorla 
(Labvision; ultravision detection system, TP-125-
HL) 10 dakika inkübasyonu takiben streptavidin 
peroksidaz enzimi (Labvision; ultravision detection 
system, TP-125-HL) ile 10 dakika inkübe edildi. 
Renk reaksiyonu için Amino etil karbazol (AEC) 
kromojeni kullanıldı ve Mayer’s hematoksilen ile 1-
2 dakika karşıt boyama yapıldı. Distile suyla yıka-
nan preperatlar su bazlı yapıştırıcıyla kapatıldı. 
Kontrol preperatları, birer kesitte primer antikor, 
diğerinde ise sekonder antikor eklenmeden yapı-
lan boyamayla hazırlandı. 
 

Hücre sayımı ve istatistiksel analizler 

Dijital görüntüleme sistemi ve Olympus DS2 gö-
rüntü analiz sistemi yardımıyla her bir olguda seri 
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olarak alınan 3 kesitte farklı 10 mikroskop sahasın-
da tek ve çift çekirdekli hepatositlerle PCNA 
immünopozitif hepatositler sayıldı. Çift çekirdekli 
hepatositler ve PCNA immünopozitif hepatositlerin 
tek çekirdekli ve PCNA-immünonegatif 
hepatositlere oranı hesaplandı. Sonuçlar ortalama 
± standart sapma olarak ifade edildi. Çift çekirdekli 
hepatosit oranı, PCNA pozitif hücre oranı ve 
PCNA pozitif çift çekirdekli hepatosit oranı açısın-
dan gruplar arası farklılıkların önem derecesi 
student t testi ile değerlendirildi. İstatistiksel önem 
derecesi olarak p<0.05 dikkate alındı. 
 

Bulgular 

Radyasyon grubunda çift çekirdekli hepatosit oranı 
(%16,61±7,01) kontrol grubuna göre (%
10,22±3,54) önemli derecede fazlaydı  (p<0.019). 
Ayrıca radyasyon grubundaki farelerde iri çekir-
dekli (poliploidi) hepatositlere sıklıkla rastlandı 
(Şekil 1A ve 1B). Bunun yanında yine radyasyon 
grubu farelerin hepatositlerde hidropik dejeneras-
yon ve piknotik çekirdeklerin sıklığı dikkati çekti. 
Bazı iri çekirdekli hepatositlerde ise hiperkromazi 
gözlendi (Şekil 1B). 

Kontrol grubu fare hepatositlerinde PCNA 
immünopozitifliği, sadece çekirdekte gözlenirken, 
radyasyon grubundaki albino farelerin 
hepatositlerinde hem çekirdek hem de sitoplazma-
da tespit edildi (Şekil 1C ve 1D). Radyasyon gru-
bundaki PCNA immünopozitif hepatositlerin oranı 
(%7,53±5,43) kontrol grubuna göre (%
27,76±20,4), önemli derecede düşüktü (p<0.007). 
PCNA pozitif hepatositlere çoğunlukla portal alan-
lara komşu bölgelerde rastlandı, bu durum özellik-
le radyasyona maruz bırakılan fare karaciğerlerin-
de daha belirgindi.  

Radyasyona maruz bırakılan farelerin karaciğerin-
deki PCNA pozitif çift çekirdekli hepatosit oranı   

(%16,54±9,33) kontrol grubuna (%23,89±11,05) 
göre düşük olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel 
öneme sahip değildi (p> 0.05). Çift çekirdekli 
hepatositlerde PCNA immünopozitifliği çoğunlukla 
her iki çekirdekte daha az sıklıkla da tek çekirdekte 
tespit edildi (Şekil 1C).  
 

Tartışma ve Sonuç 

İmmünoperoksidaz tekniğiyle gerçekleştirilen 
PCNA immünopozitifliği genellikle çekirdekte loka-
lize olmaktadır. Ancak lenfoma (13, 15) ve 
osteosarkoma (26) hücrelerinde, plasentanın 
sitotrofoblastlarında (3) ve embriyodan farklılaş-
makta olan epitel hücrelerinde (5) hem çekirdek 
hem de sitoplazmada lokalize olduğu bildirilmiştir. 
Sitoplazmik PCNA lokalizasyonunun nedeni tam 
olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte yüksek 
konsantrasyonlarda sitoplazmik PCNA sentezi 
veya hücre dejenerasyonu ile ilgili olabileceği ileri 
sürülmektedir (3). Sunulan çalışmada, PCNA 
immünopozitifliği kontrol grubunda sadece çekir-
dekte gözlendiği halde, radyasyona maruz bırakı-
lan farelerde hem çekirdek hem de sitoplazmada 
gözlendi. Bununla birlikte, yalnızca çekirdek lokali-

zasyonu gösteren hepatosit sayısı oldukça sınırlıy-
dı. Bu bulgulara dayanılarak, 10 Gy gama radyas-
yonuna maruz bırakılan albino farelerin 
hepatositlerinde aşırı PCNA sentezlendiği ve/veya 
yıkımlandığı ileri sürülebilirse de bu durumun ilave 
moleküler çalışmalarla desteklenmesi gereklidir. 
Elde edilen sonuçlar, ayrıca 10Gy gama radyasyo-
na maruz bırakılan farelerde hepatosit 
proliferasyonunun baskılandığını göstermektedir 

Kemirici karaciğerinde hepatositlerin yaklaşık %
30’u çift çekirdeklidir. Çift çekirdekli hücreler, mitoz 
bölünmenin sitokinezis evresinin tamamlanama-
ması yani asitokinez sonucu meydana gelir. Do-
ğumda oldukça sınırlı sayıda olan çift çekirdekli 

Tablo 1. Kontrol ve İyonlaştırıcı Radyasyona Maruz Bırakılan Farelerde Çift Çekirdekli ve PCNA İmmünopozitif 
Hepatosit Oranları. 

* İşaretli gruplar arasında istatistiki farka işaret etmektedir. 

Grup Çift çekirdekli hepatosit  
(%) 

PCNA immünopozitif 
hepatosit (%) 

PCNA immünopozitif çift 
çekirdekli hepatosit (%) 

Kontrol 

Radyasyon 

10,22 ± 3,5 

16,61 ± 7,01* 

P<0,019 

27,76 ± 20,4 

7,76 ± 5,43 * 

P<0,007 

23,89 ± 11,05 

16,54 ± 9,33 

P>0,05 
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hepatosit sayısı yaşla birlikte artar ve doğumdan 
4-7 hafta sonra tekrar azalma eğilimi gösterir (8, 
11, 23). Çift çekirdekli hepatositlerin bölünerek tek 
çekirdekli tetraploid (4n) özelliği gösteren hücreleri 
meydana getirdikleri de rapor edilmiştir (11). Gerek 
çift çekirdeklilik, gerekse poliploidi rodent karaciğe-
rinin normal morfolojik ve fizyolojik bir özelliğidir (9, 
11). Poliploidi bir hücrenin terminal farklılaşma ve 
yaşlanmasıyla ortaya çıkar (22). DNA reaksiyonu-
na giren karsinojenler hepatositlerin sitokinezini 
sağlayarak çift çekirdekli hepatositlerin oranında 
azalmaya neden olur (23). Diğer taraftan, kurşun 
sitrat ve X ışınları çift çekirdekli hepatosit sayısın-
da artışa yol açar (1,20). Bir çalışmada (12), 0.78 
cGy dozundaki radyasyona maruziyet sonucu çift 

çekirdekli hepatosit oranı arttığı, diğer bir çalışma-
da ise (21) 6 ve 8Gy dozundaki maruziyeti takip 
eden 7 nci güne kadar artışın devam ettiği, daha 
sonra bu oranın kısmen azalma eğilimi göstermek-
le birlikte 14. günde normal düzeyden hala yüksek 
olduğu belirtilmektedir. 

Maharwal ve ark. (2005), 6Gy, 8Gy ve 10 Gy ile 
Swiss albino farelerinde iyonlaştırıcı radyasyonun 
çift çekirdekli hücre sayısında uygulamanın 1’nci 
gününde artışa ve daha sonraki günlerde hafif bir 
düşüşle birlikte 7’nci günde tekrar artışa neden 
olduğunu bildirmektedirler (19). Çift çekirdekli hüc-
re sayısının 6Gy uygulanmış farelerde 30’ncu gün 
kontrol grubunun seviyesine indiğini de ifade et-

Şekil 1. Albino fare karaciğeri. A) İyonlaştıcı radyasyona maruz bırakılan fare hepatositleri arasında iri çekirdekli 
hepatositler (oklar) ve çift çekirdekli hepotositler (ok başları) görülmektedir. H&E X320; B) Yoğun boyanmış iri 
çekirdekli hepatosit (ok) ve çift çekirdekli hepatositler görülmektedir (ok başları) H&E X320; C) PCNA 
immünopozitifliği, kontrol grubundaki albino fare hepatositlerinin sadece çekirdeğinde (ince ok) gözlenmektedir. 
Çift çekirdekli hepatositlerde çoğunlukla her iki çekirdek de PCNA immünopozitif (ok başları) iken tek çekirdeği 
PCNA immünopozitif olan hepatositler azınlıktadır (kalın ok). İmmünperoksidaz & hematoksilen X320;  D) İyon-
laştırıcı radyasyona maruz bırakılan farelerin hepatositlerinde PCNA hem çekirdekte hem de sitoplazmada eks-
prese olmaktadır. Tek çekirdekli (ok) ve çift çekirdekli (ok başı) PCNA immünopozitif hepatositler görülmektedir. 
İmmunperoksidaz & hematoksilen X 320  
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mektedirler (19). Sunulan çalışmada da 10 Gy 
iyonlaştırıcı radyasyona maruz bırakılan farelerde 
çift çekirdekli hepatosit sayısı arttığı ve bu hücre-
lerde PCNA ekspresyonun genellikle her iki çekir-
dekte, daha az sıklıkla da tek çekirdekte olduğu 
tespit edilmiştir. Bir hücre proliferasyonu gösterge-
si olarak kabul edilen PCNA ekspresyonu gösteren 
hepatosit sayısı azalırken çift çekirdekli hücre sayı-
sındaki artış, hepatositlerin sitoplazmik füzyonuna 
bağlanabilir (8).  

Poliplodi, hücrenin haploid veya diploid kromozom 
seti yerine üç, dört veya daha fazla kromozom 
setine sahip olması durumudur. Hepatositlerde 
geç fötal ve postnatal dönemlerde ortaya çıkan 
poliploidi, normal rodent karaciğer dokusunda ol-
dukça yaygındır (9, 11). Gorla ve ark. (2001) gama 
radyasyonun neden olduğu oksidatif DNA hasarı-
nın sıçanlarda poliploid hepatosit sayısını artırdığı-
nı bu hücrelerin iri çekirdekli ve hiperkromatik oldu-
ğunu bildirmişlerdir (10). Bu çalışmada da, radyas-
yona maruz bırakılan farelerde iri çekirdekli 
hepatositlere sıklıkla rastlandı ve bunların bazıları-
nın çekirdekleri oldukça yoğun boyandı. Bununla 
birlikte, söz konusu çekirdeklerin poliploidi gösterip 
göstermedikleri ise kesin olarak bilinmemektedir. 

Sonuç olarak, PCNA ekspresyonu normal albino 
fare hepatositlerinde çekirdekte, radyasyona ma-
ruz bırakılan fare hepatositlerinde ise genellikle 
hem çekirdekte hem de sitoplazmada gözlendi. 10 
Gy iyonlaştırıcı gama radyasyon prolifere olan 
hepatosit sayısında azalmaya ve çift çekirdekli 
hücre sayısında artışa neden olmaktadır. 
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