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Summary

Ozet
Amagc: Calismanin amaci, yiiksek doz vitamin A verilen si¢an
karaciger dokusunda desmin ve vimentinin

immiinohistokimyasal olarak belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Agirliklart ortalama 200-250 g olan yetigkin
Wistar cinsi erkek si¢anlara, 20mg/kg ve 40mg/kg A
vitamini oral gavaj yoluyla 15 giin siire ile verildi. Kontrol
grubu normal beslendi. Calisma siiresi sonunda karaciger
dokularindan parafin bloklar hazirlandi. 5 pum parafin
kesitlere Avidin-Biotin immiinperoksidaz teknigi uygulandi.
Monoklonal Anti-Human Desmin, D33- Dako, ve Mouse
Anti- Vimentin, V9- Dako primer antikorlar1 kullanildi.

Bulgular: Deney ve kontrol grublarinda desmin (+) immiin
boyanma izlenmedi. Deney gruplarinda, vimentin (+)
immiin boyanmas1 6zellikle Kupffer hiicrelerinde kontrole
gore artmis olarak gozlendi. Kupffer hiicrelerinin
aktivasyonu 40 mg/kg A vitamini verilen grupta belirgindi
ve hiicre infiltrasyon alanlarinin vimentin ile oldukca yogun
boyandig: dikkat cekti.

Sonuc: Yiiksek doz A vitamininin karaciger dokusunda Kupfter
hiicre aktivasyonuna neden oldugu gozlendi. Ito hiicresi
aktivasyonu ve fibrozis saptanmadi.

Anahtar kelimeler: A vitamini, Karaciger, Desmin, Vimentin
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Purpose: The aim of this study was to determine desmin and
vimentin immunohistochemically in liver tissue of rats
exposed to high dose of vitamin A.

Material and Method: Adult Wistar male rats, weighing 200-250
g, were treated with vitamin A at 20 mg/kg and 40 mg/kg oral
gavage, for 15 days. The control groups were fed normally. At
the end of the study paraffin blocks were prepared from the
liver tissue. Avidin-Biotine Immunoperoxidase technique was
applied to Sum thick paraffin sections. Monoclonal Anti-
Human Desmin, D33- Dako, and Mouse Anti-Vimentin, V9-
Dako primer antibody were used.

Results: Desmin (+) immun staining was not observed in both
experimental and control groups. In experimental groups,
vimentin (+) immun staining increased compared to the
control group, particularly in Kupffer cells. The activation of
Kupffer cells in the group with 40 mg/kg vitamin A was
significant and it was also observed that cell infiltration
areas was stained intensively with vimentin.

Conclusion: The high dose of vitamin A caused to the activation
of Kupffer cells in the liver tissue. No activation of Ito cell
and fibriosis were seen.

Key Words: Vitamin A, Liver, Desmin, Vimentin
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A vitamini, retinil esterleri formunda birincil olarak
karaciger dokusunda, Disse araliginda bulunan Ito
(lipositler, stellate, perisiniizoidal, fat-storing cell)
hiicrelerinde depolanirlar (1). Bu hiicreler, hiicre dis1
matriks yapim ve yikiminda, sitokinlerin salgilanmasinda
ve siniizoid ¢apinin kontroliinde rol oynarlar (2). Elektron
mikroskopta, sitoplazmalar1 lipit damlaciklar1 ile dolu,
graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi organelleri iyi
gelismis, sitoplazmik uzantilari
tanimlanmistir (3). A vitamini depolayan bu hiicrelerin
ozellikle karaciger fibrozisinden sorumlu oldugu, sayica
artarak miyofibroblast hiicre 6zelligi kazandig1 ve kollajen
biyosentezinde artis gosterdigi tespit edilmistir (4). Kronik
karaciger hastaliklarinda hiicre dis1 matriksteki fibrotik

olan hiicreler olarak
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bilesenlerin en biiyiikk kaynagi Ito hiicreleridir (5).
Karaciger fibrozisi, hepatoselliller karsinom ve kronik
hepatit sonrasi gibi patolojik kosullarda Ito hiicrelerindeki
A vitamini depolanmasi azalmakta, kollajen {iiretimi
artmaktadir (6, 7). Bu hiicreler kollajen Tip I, LI, IV,
fibronektin, laminin, heparan siilfat, kondroitin siilfat,
dermatan siilfat sentezleme potansiyeline sahiptir (3).

Ito hiicrelerinin karaciger dokusu disinda, pankreasta
asinuslar ¢evresinde (8), akcigerde alveoller arasi
septumda, bobrek korteksinde tubiiller arasinda ve ince
bagirsaklarda lamina propriyada da goriildiigii bildirilmistir
(9). Cok nadir olsa da Ito hiicrelerinden koken alan
tiimorler gozlenmistir (10). Desmin, vimentin, alfa-smooth
actin (0-SMA), glial fibriller asidik protein (GFAP),
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tubulin immiinohistokimyasal olarak Ito hiicrelerinde
tanimlanmustir (11, 12). Karacigerde fibrozis gelistiginde
desmin, alfa-SMA immiin reaksiyonu olduk¢a artmaktadir
(11). Ito hiicrelerinin tanimlanmasinda desmin immiin
boyanmasi kullanilabilecegi ©6ne siiriilmiis (13) ancak
desmin (+) boyanan Ito hiicreleri yaninda, desmin (-)
boyanan Ito hiicrelerinin de oldugu, bu hiicrelerin
heterojenite  gosterdigi, bu nedenle desmin immiin
boyanmasinin fenotipik bir ayira¢c olamayacagi seklinde
yorumlanmistir (4). Ito hiicrelerinin insanlarda kemiricilere
gore farklilik gosterdigi ve desmin (-) reaksiyon verdigi
saptanmustir  (14). Invivo ve invitro kosullarda Ito
hiicrelerinin ~ tamimlanmasinda, glial fibriller asidik
proteinin  hiicreye  6zel bir isaretleyici  olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir (15). Ayrica laminin de Ito
hiicreleri  icin  belirleyici  bir isaretleyici oldugu
bildirilmistir. Laminin (+) immiin reaksiyon gosteren
hiicreler Ito hiicreleri olarak tanimlanmigtir (4).

Desmin ile (+) boyanan Ito hiicreleri vimentin ile de
boyanmaktadir. Kupffer hiicreleri ve endotel hiicreleri ise
sadece vimentin ile boyanmaktadir (13, 16). Kupffer
hiicrelerinin vimentin ile (+) boyanmasi1 hepatoselliiler
karsinomlarda artis gostermekte ve bu o6zellik hastaligin
diagnozunun  belirlenmesinde  kullanilmaktadir  (17).
Yiiksek doz A vitamini karaciger dokusunda zedelenmeye
neden olmakta, Ito ve Kupffer hiicrelerinde yapisal
degisikliklere yol agmaktadir (18).

Bu calismada, farkli yiiksek dozlarda A vitamini
uygulanmis sicanlarin karaciger dokusunda desmin ve
vimentin  dagilimmnin  immiinohistokimyasal  olarak
saptanmasi amaci giidiildii.

Gerec ve Yontem

Calismada ortalama agirliklar1 200-250 g olan, toplam
12 adet ergin Wistar cinsi erkek sican kullanildi. Bir gruba
(n=4) 20 mg/kg all-trans-retinoik asit (Vitamin A-acid,
Biochem Fluka), 15 giin siire ile agizdan gavaj
kullanilarak verildi. Diger gruba ise (n=4) A vitamini 40
mg/kg olarak aym siirede uygulandi. Deneklerin bir
boliimii ise normal beslenerek kontrol grubu (n=4) olarak
degerlendirildi. Deney siiresi sonunda siganlardan eter
anestezisi altinda karaciger doku 6rnekleri alindi ve Bouin
soliisyonunda 24 saat siire ile tespit edildikten sonra
dereceli alkoller ile yikandi. Rutin 151k mikroskobik
islemlerden  gecirilerek parafin  bloklar hazirlandi.
Immiinohistokimyasal ~ boyama smrasinda  dokularin
dokiilmemesi ic¢in Polilizinli lamlara 5 pm kalinhiginda
kesitler alindi. Ksilol ile deparafinize edilen kesitler
dereceli alkol serilerinden gegirildikten sonra distile su ile
yikandi. Oda 1sisinda % 0.1 H,O; ile inkiibe edildi. PBS ile
yikanarak Avidin-biotin-peroksidaz immiinohistokimyasal
boyama yontemi uygulandi. Kesitler % 10 luk normal kegi
serumu ile muamele edildi. Daha sonra Desmin (Mouse
Anti- Human Desmin D33, Dako) ve Vimentin (Mouse
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Anti- Vimentin V9, Dako) primer antikorlart ve negatif
kontrol kesitlerine de PBS soliisyonu uygulandi. + 4°C’de
bir gece boyunca inkiibe edilen kesitler ertesi giin PBS ile
yikandi. Sekonder antikor, takiben HRP (Horse Radish
Peroksidaz) uygulandi. PBS ile yikanip DAB kromojen ile
boyandi, hematoksilen ile zit boyama yapilip alkol ve
ksilol serilerinden gecirildikten sonra kapatilip 151k
mikroskopta incelendi. Preparatlar, (-) boyanma yok, (+)
zayif boyanma, (++) orta siddette boyanma, (+++) kuvvetli
immiin boyanmuis olarak degerlendirildi.

Bulgular
Karaciger dokusunda desmin ve vimentin immiin
reaksiyonunun siddetinin hiicrelerde ve portal alandaki
dagilimi Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Yiiksek doz A vitamini uygulanan gruplarda, dzellikle
portal alan c¢evresindeki hepatositlerin  etkilendigi,
sitoplazmalarinin boyanmamis oldugu, v. sentralis
cevresinde yer alan hepatositlerin ise normal yapida oldugu
gozlendi.

Tablo 1. Karaciger dokusunda desmin ve vimentin immiin
reaksiyon dagilimi. Boyanma yok (-), (+) zayif boyanma,
(++) orta siddette boyanma, (+++) kuvvetli boyanma.

Desmin Vimentin

Kontrol Deney  Kontrol  Deney

grubu gruplari  grubu  gruplan
Kupffer hiicresi _ _ ++ o+t
Ito hiicresi _ ? 2
Endotel hiicresi _ +/++ ++
Portal alandaki Arter, ven duvar _ + ++ 4+
Hiicre infiltrasyon alanlari _ _ _ T+
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Sekil 1. Kontrol grubu sigan karaciger dokusundaki hiicrelerde ve
portal alanda yer alan yapilarda desmin immiin reaksiyonun olmadig1
goriilmekte. Portal alan (P), hepatosit (h), endotel hiicresi (=),
Kupffer hiicresi (=) X 240.
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Sekil 2. 40 mg/kg A vitamini uygulanan sican karaciger dokusunda

desmin immiin boyanmasinin kontrol grubuna benzedigi, hiicrelerde
immiin reaksiyonun olmadif1 goriilmekte. Portal alanda yer alan arter ve
ven duvarinda desmin (+) immiin reaksiyon izlenmekte (—) X 480.

Sekil 3. 40 mg/kg A vitamini uygulanan sican karaciger dokusunda
negatif kontrol boyanma ayirt edilmekte x 120.

Sekil 4. 40 mg/kg A vitamini uygulanan grupta siklikla gézlenen
hiicre infiltrasyon alanlarinda desmin (-) immiin reaksiyon
goriilmekte. Hepatositlerin  etkilendigi ve sitoplazmalarmnin
boyanmadig: dikkat cekmekte (—) X 240.

Desmin ile immiin boyama yapilan kontrol (Sekil 1)
ve deney (Sekil 2) gruplarinin karaciger dokusunda,
siniizoidler c¢evresinde yer alan endotel hiicrelerinde,
Kupffer hiicrelerinde immiin reaksiyon izlenemedi. Deney
gruplarinda portal alandaki arter ve ven duvarindaki diiz
kas hiicrelerinde desmin (+) siddetinde boyanma saptandi
(Sekil 2, 3). On bes giin 40 mg/kg A vitamini verilen
grupta, hepatositler arasinda hiicresel infiltrasyon alanlari
siklikla izlendi ve bu alanlardaki hiicrelerde desmin immiin
boyanmasi negatif olarak tespit edildi (Sekil 4).

Kontrol grubunda karaciger dokusunda, v.sentralis
cevresinde bulunan siniizoidlerdeki Kupffer ve endotel
hiicrelerinde (Sekil 5, 6), portal alanda arter duvarinda
daha belirgin olarak vimentin (++) immiin boyanmasi
izlendi (Sekil 7). Bazi endotel hiicrelerinin vimentin (+),
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Sekil 5. Kontrol sican karaciger dokusunda Kupffer (—) ve endotel
(=) hiicrelerinde vimentin ile (++) siddetinde immiin reaksiyonun
oldugu goriilmekte X 120.

Sekil 6. Kontrol grubuna ait negatif kontrol boyanma izlenmekte x
120.

T Klin Tip Bilimleri 2002, 22
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Sekil 7. Kontrol grubunda portal alanda arter duvarinda (—) , Kupffer
hiicrelerinde (Kh) vimentin (++) immiin reaksiyonu goriilmekte.
Siniizoid endotel hiicrelerinin immiin boyanmasinin ise daha az
belirgin oldugu izlenmekte (=) X 240.

Aysel KUKNER ve Ark.

Sekil 8. 20 mg/kg A vitamini verilen f)ta Kupffr iicrelerinin ()

aktiflestigi, hiicrelerin vimentin ile (+++) immiin reaksiyon gosterdigi,
hiicre yogunlugunun kontrole gore artmis oldugu goriilmekte X 120.

Sekil 9. 20 mg/kg A vitamini uygulanan gruptaki negatif kontrol
boyama izlenmekte x 240.

bazilarinin ise (++) immiin reaksiyon verdigi gozlendi.
Siniizoidlerde vimentin (+) boyanan sitoplazmik uzantilar
belirgin olarak secilen hiicrelerin biiylik bir boliimil
Kupffer hiicreleriydi. Portal alan ve v. sentralis
cevresindeki hiicrelerin boyanma siddeti benzemekteydi.
Safra kanallarinda belirgin bir boyanma tespit edilmedi
(Sekil 7). Yiiksek doz A vitamini uygulanan her iki deney
grubunda da Kupffer hiicrelerinin aktive oldugu, kontrol
grubuna gore daha yogun boyandigi (+++) izlendi. Endotel
hiicrelerinde vimentin (++) immiin reaksiyon saptandi
(Sekil 8, 9). Kupffer hiicrelerindeki yogun boyanma (+++)
hem portal alan ¢evresinde hem de v. sentralis ¢evresinde
gozlendi (Sekil 10). Portal alanlarin bazilarinda &zellikle
arter yapisinda vimentin i¢in immiin boyanmanin daha
siddetli (+++) oldugu dikkat cekiyordu. Safra kanali
cevresinde daha az bir boyanma izlendi (Sekil 11). Desmin
ile boyanmayan hiicresel infiltrasyon alanlari, vimentin ile
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Sekil 10. 40 mg/kg A vitamini uygulanan grupta, aktif Kupffer
hiicrelerinde (—) vimentin (+++) immiin reaksiyonu goriilmekte.
Hepatosit (h) sitoplazmalarinin boyanmadig ayirt edilmekte X 480.

Sekil 11. Deney grubunda portal alanlardaki arter duvarinda vimentin
(+++) immiin reaksiyonun yogun oldugu (—), safra kanali (sk)
gevresinde immiin reaksiyonun daha az oldugu goriilmekte. Endotel
hiicrelerinde (*) ise vimentin (++) immiin boyanma izlenmekte X 480.
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Sekil 12. 40 mg/kg A vitamini verilen gruplarda hiicre infiltrasyon
alanlarmin vimentin ile yogun bir sekilde (+++) immiin reaksiyon
gostermektedir X 120.

(+++) siddetinde olduk¢a yogun boyanma gosteriyordu
(Sekil 12).

Tartisma

Karaciger enflamasyonu ve fibrozis gelisiminde
Kupffer hiicreleri ve aktifleserek miyofibroblast hiicre
ozelligi kazanan Ito hiicreleri anahtar rol oynamaktadir.
Kupffer hiicre ve diger yangisal hiicreler aktive oldugunda,
Ito hiicreleri de aktive olmaktadir (14, 19, 20 ). Ito
hiicrelerinin karacigere 0zgii perisitler oldugu, desmin ve
o-SMA (+) immiin reaksiyon gostermeleri nedeniyle
miyojenik kokenli olabilecegi diistiniilmektedir (2).
Enflamatuvar hiicre tipleri ve aktive olmus Kupffer
hiicrelerinin sekresyonlar1, enflamatuvar olmayan bir uyari
aciga cikarmakta ve bu da Ito hiicrelerinin aktivasyonunu
artirmaktadir (19). Ito hiicrelerinin aktive olmasinda rol
oynayan bir baska faktdr ise trombosit kokenli biiylime
faktor-p (Plateled derived growth factor- PDGF-B) dir.
Aktive olmus Ito hiicreleri go¢ etmekte ve sayica
cogalmaktadir. In vitro sartlarda go¢ eden Ito hiicrelerinin
cogalma yeteneginin go¢ etmeyenlere gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Alfa-SMA ve PDGF- B (+) olan aktif
Ito hiicrelerinde go¢ olaymin daha hizli ve belirgin oldugu,
hiicre gogiiniin  karacigerde nekroz sonrasi fibrozis
gelisiminin ~ baslangic  evresinde  ortaya  ciktifi
bildirilmektedir (21). Desmin ve alfa-SMA artis1 olan
aktiflesmis hiicreler kasildiginda siniizoidlerin ¢apinda
daralma olmakta, intrahepatik basing artmakta ve portal
hipertansiyon ortaya ¢ikmaktadir (5), artan kollajen sentezi
sonucu fibrozis gelismektedir (1). Hepatik fibrozis
olusturmak amaciyla deneysel olarak safra kanalinin
baglanmasindan 1 hafta sonra portal alan (zon 1) ve v.
sentralis ¢evresinde (zon 3) Ito ve Kupffer hiicre sayisinin
arttigl gozlenmistir (22). Primer biliyer siroz vakalarinda
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Kupffer ve Ito hiicreleri 6zellikle periportal alanda artis
gostermektedir  (14). Karbontetrakloriir (CCly) ile
olusturulan karaciger fibrozisinde hiicre nekrozu ortaya
¢ikmakta (11), Ito hiicreleri artis gdstermektedir (23).

Ito hiicrelerinin A vitamini depolamasi ile kollajen
sentezi arasinda zit bir iliski bulunmaktadir. Normal
sartlarda aktive olmamis Ito hiicrelerinde bol miktarda A
vitamini bulunmaktadir ve kollajen icermemektedir (8).
Aktivasyonda bu hiicreler, Tip 3 kollajenin 4-5 kat
fazlasiyla Tip 1 kollajen salgilamaktadir. Kiiltiir
ortaminda A vitamininin doza bagh olarak kollajen
biyosentezini, hiicre cogalmasin1 baskiladig1 tespit
edilmigstir (7). Yapilan bir bagka calismada ise, 3,4,3’,4’—
tetraklorobifenil toksik maddesi verilmis sicanlarin Ito
hiicrelerinin  miyofibroblastlara benzedigi, karaciger
dokusunda nekroz, portal alanlarda orta derecede
enflamasyon olustugu goriilmiistiir. Ito hiicrelerindeki A
vitamini diizeyinin azaldig1 saptanmistir (24).

Normal karaciger dokusundaki hiicrelerin yaklasik
%77 si Ito hiicreleri olup (9), desmin (+) immiin reaksiyon
gosteren Ito hiicrelerine ¢ok az rastlanilmistir, ancak
miyofibroblastik 6zellik kazanmuis Ito hiicrelerinde, fibrozis
olgularinda, desmin (+) immiin reaksiyonu siklikla ve
artmis olarak gozlenmektedir (4). Ozellikle prokollajen
iireten Ito hiicrelerinin % 90’nundan fazlasinda desmin
aciga cikmaktadir (25). Bu calismada, iki farkli dozda A
uygulanan deney ve karaciger
dokularinda, tekrarlanan boyamalar sonucunda desmin (+)
immiin reaksiyonu izlenmemistir. Ayn1 primer antikorun
(Antihuman desmin, monoclonal, mouse, D 33, DAKO)
kullanilmis oldugu calismalarda da desmin (+) immiin
reaksiyon gosteren Ito hiicreleri ¢ok az
belirlenmistir (4). Verilen dozlardaki A vitamininin, 15
giinliik stirede Ito hiicrelerini aktive etmedigi buna baglh
olarak desmin isaretlenmesinin olmadig diisiiniilmiistiir.

vitamini kontrol

olarak

Yiiksek doz A vitamininin karaciger hepatositlerinde
bozulmaya, Ito hiicrelerinin say1 ve ¢aplarinda artiga neden
oldugu bilinmektedir (26). Ito hiicrelerinde lipid
birikmekte, Kupffer hiicreleri aktive olmaktadir. Kupffer
hiicrelerine de bir miktar lipid girisi olmaktadir (18). Yine
sintizoidler cevresinde fibrozis, sintizoidlerde genisleme,
portal alanlarda enflamasyon ortaya ¢ikmaktadir (27). Isik
mikroskobik calismalarda yiiksek doz A vitamininin
karacigerde 6zellikle portal alan gevresindeki hepatositleri
etkiledigi, hepatositlerin boyanmadigi, Kupffer
hiicrelerinin artmig oldugu gozlenmistir (28). Desmin ve
vimentin immiin boyanmasi uygulanan bu c¢aligmada
hepatositlerin etkilendigi, siniizoidlerde genisleme ve
kollajen artiginin  olmadigr tespit edilmistir. Hiicre
infiltrasyon alanlarin oldugu, bu alanlari desmin ile (-)
immiin reaksiyon verdigi ancak vimentin ile (+++)
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siddetinde reaksiyon verdigi goriilmiistiir.

Vimentin, mezensimal hiicre isaretleyicisi olarak
vaskiiler ve siniizoidal endotelyal hiicrelerde (+) immiin
reaksiyon gostermektedir (10, 29). Vimentin immiin
reaksiyonun Kupffer hiicrelerinde cok belirgin olmasi
nedeniyle  primer ve hepatoselliiler
karsinomlarda tan1 acisindan yararl olmaktadir. Iyi veya az
farklilagsmis biiyiik hiicreli hepatoselliiler karsinomlarda
Kupffer hiicrelerinde vimentin (+) immiin reaksiyonu
olduk¢a artmaktadir. Metastatik karsinomlarda ise ¢ok az
artmaktadir veya hi¢ gozlenmemektedir (17). Vimentin (+)
immiin reaksiyonu aktive olmus Ito hiicrelerinde de
goriilmektedir (30).

metastatik

Bu calismada kontrol ve A vitamini verilen sican
karaciger dokularinda vimentin (+) immiin reaksiyonu
izlenmistir. Immiin boyanan hiicreler Kupffer hiicresi
olarak tanimlanmistir. Deney gruplarinda
reaksiyonun kontrole gore siddetinin artmis oldugu,
Kupffer hiicrelerinin  aktiflestigi  belirgin  olarak
godzlenmistir. Siniizoidlerin endotel hiicrelerinde de (+)
immiin reaksiyonun oldugu,
benzedigi izlenmistir. Portal alandaki boyanma belirgin
olarak damar duvarinda goriilmekteydi.

immiin

boyanmanin kontrole

Sonug olarak, bu ¢alismada uygulanan A vitamini
dozlarmin 15 giin  siirede karacigerde fibrozis
olusturmadigi, ne portal alanlarda ne de siniizoid
cevresinde kollajen artis1 olmadigi, Ito hiicrelerinin
aktiflesmedigi, desmin (-) boyandig1 tespit edilmistir.
Vimentin (+) immiin reaksiyonun Kupffer hiicrelerinde
artmig  oldugu, Kupffer hiicrelerinin  aktiflestigi
saptanmistir.  Fibrozis olusmasinda Kupffer
hiicrelerinin etkilesiminin 6nemli oldugu bilgilerinden
yola ¢ikarak, 20 ve 40 mg/kg A vitamini uygulamasinin
Kupffer hiicrelerini aktive ettigi, bir sonraki basamakta
ise Ito hiicrelerinin aktivasyonunun ortaya cikabilecegi
diigtiniildi.  Ito aktiflesmesini  ortaya
cikaracak A dozu ve verilis siiresinin
belirlenmesi icin farkli calismalarin yapilmasi ve Ito
hiicrelerine 0zgiin
kullanilmasinda yarar olacagi, A vitamininin karaciger
fibrozisi olusturacak dozu konusunda yeni veriler elde
edilebilecegi kanisindayiz.

ve Ito

hiicrelerinin
vitamini

immiin isaretleyicilerin
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