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Abstract

In the present study, effects on histology of liver of high dose nifedipine, calcium channel blocker, which
was administered to the rats for 30 days were evaluated and also effects of the cessation of the
administration after 40 days. At the beginning of the study, the rats were divided into control and
nifedipine groups. Everyday, standard rat feed containing 125 mg\kg powdered nifedipine was given to
the nifedipine group for one week. During the following three weeks, 250 mg\kg nifedipine was given
to the rats with the same method. Histologic sections were obtained from the tissue samples of liver on
the 30" and 70™ days of the study. The histological changes occurring in the liver were evaluated under
the light microscope. Glycogen content in hepatocytes was also evaluated in the sections stained with
periodic-acid Schiff (PAS) method. Besides, Nukleolus Organizer Regions (NOR) in nucleus of
hepatocytes were stained with silver and some of the AgNOR parameters (AgNOR number, AgNOR
area, AgNOR area\nucleus area ratio) were determined. A statistically significant (p<0.05) increase was
observed in the frequency of dikaryotic hepatocytes of the nifedipine-administered group. On the other
hand, a significant (p<0.05) decrease was observed in the frequency of dikaryotic hepatocytes in the
nifedipine-ceased group. A significant (p<0.05) increase was observed in one of the hepatocyte AgNOR
parameters, AgNOR area\nucleus area ratio (%) in the nifedipine-administered group. This increase may
be due to a rise in the synthesis of some enzymes and thus in the synthesis of protein.
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Nifedipinin Karaciger Histolojisi ve AGNOR Parametreleri
Uzerine Etkileri

Ozet

Bu caligmada ratlara 30 giin siireyle verilen yiliksek dozdaki kalsiyum kanal blokérii nifedipinin,
karaciger histolojisi iizerindeki etkileri ¢alismanin 30. giiniinde ve ayrica ilag kesildikten sonraki 40.
giinde degerlendirilmistir. Calisma baslangicinda ratlar kontrol ve nifedipin grubu olmak iizere iki gruba
ayrilmistir. Nifedipin grubuna bir hafta siireyle toz formundaki 125 mg/kg nifedipin her giin standart rat
yemine karistirilarak verilmistir. ikinci haftadan itibaren {i¢ hafta boyunca her giin 250 mg/kg nifedipin
ayni yontemle verilmistir. Calismanin 30 ve 70. giinlerinde ratlarin karaciger dokusu 6rneklerinden
histolojik kesitler alinarak, karacigerin histolojik yapisinda meydana gelen degisiklikler 151k
mikroskobunda degerlendirilmistir. Periyodik-asit Schiff (PAS) yontemiyle boyanan kesitlerde
hepatositlerin glikojen igerigi de degerlendirilmistir. Ayrica hepatositlerin gekirdeklerindeki nukleolus
organizer bolgeler (NOR) giimiigleme yontemiyle boyanarak bazt AgNOR parametreleri (AgNOR sayisi,
AgNOR alani, AgNOR alani\¢ekirdek alani orani) tespit edilmistir. Nifedipin uygulanan grubun
dikaryotik hepatosit oraninda istatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0.05) artig tespit edilmistir.
Nifedipin uygulamas: kesilen grupta ise dikaryotik hepatosit oraninda dnemli diizeyde (p<0.05) azalma
tespit edilmistir. Hepatosit AgNOR parametrelerinden AgNOR alani\¢ekirdek alani orani (%) nifedipin
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uygulanan grupta 6nemli diizeyde (p<0.05) artig géstermistir. Bu artigin, bazi enzimlerin sentezindeki
dolayisiyla da protein sentezindeki bir artigtan kaynaklanmasi muhtemeldir.

Anahtar Kelimeler: AgNOR, Kalsiyum kanal blokérii, Karaciger, Nifedipin

1. Giris

Glinlimiizde piyasada bulunan biitiin kalsiyum kanal blokorleri hiicre membranindaki L-tipi voltaja
bagimli kalsiyum kanallari iizerinde bulunan 6zel baglanma yerlerine yiiksek afiniteli olarak baglanir ve
bu kanallar1 bloke ederler. Boylece hiicre icine kalsiyum girisini azaltarak etki gdsterirler. Bu etkileri
damar diiz kast ve kalp hiicreleri diizeyinde olusturmaktadir. Kalsiyum girisini azaltarak damarlari
gevsetirler, kalp kasini ve diger kalp hiicrelerini deprese ederler (Hedge, 2005). Nifedipin, dihidropiridin
tirevi ilaglarin klinik kullanima ilk gireni ve en fazla denenmis olanidir. Bu grup ilaglarin prototipi olarak
kabul edilmektedir. Nifedipin, kalsiyumun L-tipi veya diger adiyla “yavas kalsiyum kanallarindan”
gecisini inhibe eder. Damar diiz kas ve kalp kasi hiicrelerindeki kalsiyum kanallarini inhibe ederek
uyarilabilir membranlarda kalsiyum akisin1  Onleyerek etki gosterir. Periferal arteriyollerde
vazodilatasyon saglar ve kan basincinin diigmesine sebep olur. Kan basmcini diigiiren kisa etki siireli bir
ilactir ve hemen salan gekilleri hipertansiyon tedavisinde tercih edilmez. Nifedipinin kalsiyum blokajinin
iki onemli karakteristigi, reversibl olmasi ve ila¢ birakilinca sona ermesidir (Kayaalp ve 2005;
Mangiroglu, 2011).

Bu ilaglarin terap6tik endikasyonlariin ¢oklugu nedeniyle daha fazla hasta bu ilaglari giinliik temelde
kullanmakta ve buna bagli olarak, kazara ve kasten asir1 doz riski artmaktadir. Hastalar akut doz agimlart,
kendi kendine ilagla tedavi girigimleri sonucunda olugan kazara doz agimlari, ilag toksisitesi ve ilag-ilag
etkilesmeleri ile olusan toksisite sonucunda hastaneye basvurmaktadirlar. 2003 yilinda kalsiyum kanal
blokdrlerine maruziyet nedeniyle 9650 vaka rapor edilmistir. Bu maruziyetlerden 3554 vakada etki
gbzlenmemis, 900 vakada minimal etkiler, 1142 vakada orta dereceli etkiler, 339 vakada baslica biiyiik
etkiler rapor edilmis ve 57 vaka Olimle sonuglanmistir. Kalsiyum kanal blokorlerine
maruziyetlerin %5.2’si 6ldiriicli olmustur (Watson ve ark., 2004).

Bazi kanserlerin teshisinde, evrelerinin belirlenmesinde ve hastaligin seyri ile prognozun takibinde
kullanilan interfazdaki hiicre cekirdegindeki niikleolus organizer bolgelerin (Nucleolar Organizer
Regions, NORs) giimiigleme metoduyla boyanmasi yontemi, son yillarda sitogenetik caligmalarda
kendine genis yer bulan 6nemli, basit ve ucuz bir metottur (Aydin, 2004). Interfaz ya da mitoz sirasinda
transkripsiyonel olarak aktif olan AgNORs (Argyrophilic nucleolar organiser regions)’larin yerlesimi,
giimiis boyama ile gosterilebilmektedir (Hubel, 1985; Platon ve ark., 1985; Jimenez ve ark., 1988).
Ribozomal genlerin aktif transkripsiyonel bolgesi ile giimiis boyanirliligi arasinda dogrudan iligki vardir
(Mikelsaar ve Schwarzacher, 1978; Platon ve ark., 1985; Payao ve ark., 1994; Sirri ve ark., 1997). Ancak
mitotik AgNOR’larin giimiisle boyanabilmesi i¢in, AgNOR kromatininin hiicre dongiisiiniin bir énceki
interfazinda transkripsiyonel olarak aktif olmasi gerekmektedir (Hubel, 1985; Platon ve ark., 1985).
Glimiis boyama teknigi, asidik bir ortamda giimiis nitratin AgGNOR proteinleri tarafindan metalik giimiise
indirgenmesine dayanir. AgNOR boyama, DNAaz ya da RNAaz’lardan etkilenmez. Pronaz, tripsin ya da
papain gibi proteolitik enzimlerden etkilenmektedir. Yani giimiis nitrati metalik gliimiise indirgeyen asil
madde rDNA ya da rRNA degildir. Bu bolgelere 6zgii AgNOR proteinleridir. Glimiis boyamaya neden
olan materyalin, interfaz boyunca firetildigi ve profazda AgNOR’larin etrafinda biriktigi ileri
stiriilmektedir (Schwarzacher ve ark., 1978).

Nifedipinin karaciger iizerindeki fonksiyonel etkileriyle ilgili ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir (Ferzaan
ve Rajagopalan, 1989; Hardy ve ark., 1995; Zanger ve ark., 1999). Dhar ve Farzan (1994) ¢alismalarinda
ratlara verilen ¢ok diisiik dozdaki nifedipinin karaciger, kalp, bobrek ve pankreas dokulari iizerine
etkilerini incelemislerdir. Bu caligmada ise yiiksek dozdaki nifedipinin karaciger tizerindeki etkileri 151k
mikroskobuyla histolojik diizeyde ilk kez degerlendirilmistir. Ayrica AgNOR parametreleri tizerindeki
etkileri de ilk kez ortaya konmustur. Béylece nifedipin ile yapilan deneysel ¢aligmalara ve bu maddenin
etkileri hakkindaki literatiir bilgilerine katki saglanmasi1 amaglanmustir,

2. Materyal ve Yontem

Calismada 20 giinliik 32 adet Wistar albino rat kullanilnustir. Bu calisma Selguk Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan alinan onayla (2009/52)
gerceklestirilmigtir. Caligma baglamadan 6nce ratlar kontrol (n=16) ve nifedipin (n=16) grubu olmak
iizere iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu olan ratlar deney siiresi boyunca sadece standart rat yemi ve
suyla beslenmistir. Nifedipin grubuna ait ratlar ise yedi glin boyunca toz halindeki nifedipin (125 mg/kg)
karigtirilan standart rat yemi ile beslenmistir. Ratlarin dncelikle niedipin karistirilan yemi tiikketmesi
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saglanmugtir. Ikinci haftadan itibaren nifedipin (250 mg/kg) aym yontemle ratlara verilmistir
(Mangiroglu, 2012). 30. giin sonunda her iki gruptan sekizer rat servikal dislokasyon ile 6tanazi edilmis
ve doku 6rnekleri alinmistir (Kontrol 30 ve nifedipin 30 gruplar1). Kalan 16 rat deneyin 70. giiniine kadar
sadece standart rat yemi ve su ile beslenmis, 70. giin sonunda servikal dislokasyon ile dtanazi edilmis ve
doku ornekleri alinmistir (Kontrol 70 ve nifedipin 70 gruplar1). Doku ornekleri %10’luk nétr formalin
soliisyonunda tespit edilmis, ardindan parafin bloklar1 hazirlanmis ve histolojik kesitler alinmustir.
Dokularin genel histolojik yapilarii degerlendirmek ve dikaryotik hepatosit oranlarini tespit etmek
amaciyla kesitlerin bir kismina Hematoksilen-Eozin (H-E) ve bir kismina Crossman ti¢lii boyasi (Culling
ve ark.,, 1985) uygulanmigtir. Karaciger hiicrelerindeki NOR (Nucleolus Organizer Region)
parametrelerini belirlemek amaciyla diger kisim kesitlere giimiisleme boyama yontemi (Silver Staining
Nucleolus Organizer Region, AgNOR) uygulanmistir (Platon ve ark., 1986; Korek ve ark., 1991).
Boyamalardan once kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyona tabi tutulmus, boyamalarin ardindan
dehidre edilen tiim kesitler ksilen serilerinden gegirilerek sentetik regineyle kapatilmistir.

Hazirlanan karaciger preparatlar dijital kamerali 151k mikroskobuyla (Olympus BX-51 Microscope with
Olympus DP-71 Digital Camera System) incelenmis ve gerekli goriilen bolgelerin dijital goriintiileri
kaydedilmistir. Goriintiiler, dijital goriintii analiz programiyla (DP2-BSW, Olympus corporation, Ver. 1.2,
2006) degerlendirilmis ve asagida belirtilen parametrelerin sayisal verileri elde edilmistir.

Preparatlarda her 6rnek icin en az 50 hepatosit degerlendirilerek c¢ekirdek alani ve AgNOR alani
belirlenmistir. Elde edilen verilerden AgNOR alani/Cekirdek alani orani (AgNOR alan1 x 100/Cekirdek
alan1) hesaplanmigti. AgNOR sayisin1 belirlemek igin ise her oOrnekte en az 100 hepatosit
degerlendirilmistir. Karaciger dokularinda her drnekte 1,000 hepatosit degerlendirilerek dikaryotik hiicre
sayisi belirlenmis ve yiizde olarak verilmistir.

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences 13.0 for Windows, SPSS Inc.,
Chicago 60606, USA) paket programi kullanilmistir. Elde edilen verilere non-parametrik testler
uygulanmistir. Kontrol 30 grubu ve nifedipin 30 grubu ile kontrol 70 ve nifedipin 70 gruplart arasindaki
farklarin belirlenmesi i¢gin Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Kontrol 30 grubu ve kontrol 70 grubu
ile nifedipin 30 ve nifedipin 70 gruplar: arasindaki farklarin belirlenmesi igin ise bagimli iki 6rneklem
Wilcoxon testi uygulanmigtir.

3. Arastirma Bulgular:

3.1 Karaciger Dokusundan Elde Edilen Histolojik Bulgular

Kontrol gruplarinda karacigerin genel histolojisi dncelikle H-E boyamasinda incelenmistir. Hepatosit
sitoplazmasinin ¢ogunlukla pembe-agik mor renkte boyandigi, her bir lobiiliin santral ven ¢evresinde
radyal olarak dizilmis hiicre kordonlarindan olustugu gézlenmistir. Bu hiicre kordonlarmin hepatik
siniizoidler tarafindan ayrildigi ve bunlarin santral venlere dogru acildig1 gériilmiistiir. Ayrica karaciger
parankimal hiicrelerini olusturan hepatositlerin yuvarlak ve merkezi yerlesimli bir ¢ekirdege sahipken
baz1 hepatositlerin dikaryotik oldugu gozlenmistir (Sekil 1).

Kontrol gruplarina ait karaciger dokularina uygulanan ii¢lii boyamayla santral ven ve portal ven
cevresinde ¢ok yogun olmayan bag dokusu saptanmistir (Sekil 2 ve 3).

PAS reaksiyonu uygulanan kontrol grubuna ait karaciger dokulari incelendiginde glikojenin koyu
kirmizimsi-mor renginde boyandigt ve dokunun bir¢ok yerinde yogun bulundugu gézlenmistir (Sekil 4
ve 5).

Ayrica kontrol gruplarindaki karaciger dokularina uygulanan AgNOR boyamada hepatositlere ait
¢ekirdeklerin merkezi yerlesimli genellikle tek sayida ve oval-yuvarlak sekilli oldugu goézlenmistir.
Cekirdeklerde gozlenen AgNOR’larin ise ¢ogunlukla 1-4 arasinda degisen sayilarda, oval-yuvarlak
sekilli kahverengi-siyah lekeler halinde ve genellikle en az birinin niikleer zarfa yakin yerlesimli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 6 ve 7).

Nifedipin uygulanan gruplarin karaciger dokularinda tiglii boyama yapilan preparatlarda da fark edilebilir
bir fibrozis tespit edilmemistir (Sekil 8 ve 9).

Karaciger dokularina uygulanan PAS reaksiyonunda nifedipin 30 grubuna ait karaciger dokularinda
gozlenen glikojen yogunlugunda ve glikojen alanlarinda kontrol 30 grubuna kiyasla fark edilebilir bir
degisiklik gozlenmemistir (Sekil 10). Ancak nifedipin 70 grubuna ait karaciger dokularinda gozlenen
glikojen alanlarinda kontrol 70 grubuna kiyasla artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 11).

Bunlarin yani sira nifedipin gruplarina ait karaciger dokular1 kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
karacigerin genelinde olmamakla birlikte nifedipinli gruplarda kismen mononiikleer hiicre infiltrasyon
odaklar1 gozlenmistir (Sekil 12 ve 13).

Nifedipinli karaciger dokularindaki hepatosit c¢ekirdekilerinde degerlendirilen AgNOR’larin sekil ve
lokalizasyonlarinda belirgin bir degisiklik gdzlenmemistir (Sekil 14 ve 15).
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3.2 Karaciger Dokusundan Elde Edilen Histomorfometrik Bulgular

Kontrol 30 ve nifedipin 30 gruplarindaki ratlarin karaciger dokularina ait dikaryotik hepatosit oran1 Tablo
1’de ve histomorfometrik veriler de Tablo 2°de gdsterilmistir. Elde edilen dikaryotik hepatosit oranlarina
gore nifedipin 30 grubunda kontrol 30 grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.05, Tablo
1) artis tespit edilmistir.

Kontrol 30 ve nifedipin 30 gruplarindaki ratlarin hepatositlerinden elde edilen AgNOR verilerinden
cekirdek alanlari, gruplar arasinda karsilastirildiginda nifedipin 30 grubunda istatistiksel olarak dnemli
diizeyde (p<0.05, Tablo 2) azalma belirlenmigtir. AgNOR alan1 bakimindan ise kontrol 30 grubuna
kiyasla nifedipin 30 grubunda artis goriilmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli (p>0.05, Tablo 2)
bulunmamigtir. AgNOR sayisinda kontrol 30 grubuna kiyasla nifedipin 30 grubunda azalma goézlenirken
istatistiksel olarak 6nemli (p>0.05, Tablo 2) bir farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte gruplar
arasinda degerlendirilen AgNOR alaninin ¢ekirdek alani igindeki oraninin (AgNOR alani/Cekirdek alani
(%)) kontrol 30 grubuna kiyasla nifedipin 30 grubunda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.05, Tablo
2) arttig1 tespit edilmistir.

Nifedipin 70 grubu ile kontrol 70 grubu dikaryotik hepatosit oran1 karsilastirildiginda kontrol 70 grubuna
kiyasla nifedipin 70 grubundaki dikaryotik hepatosit oraninda azalma gozlenmistir; ancak istatistiksel
olarak énemli bir fark (p>0.05, Tablo 3) tespit edilmemistir.
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Sekil 1. Kontrol 30 grubunda karaciger dokusunun goriiniimii. Santral venden (sv) 1s1nsal olarak
uzanan hepatositler (a), ¢cekirdek (b), dikaryotik hepatosit (c), siniizoidler (d) (H-E boyama. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm)
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Sekil 2. Kontrol 30 grubunda karaciger dokusunun gériiniimii. Santral ven ¢evresinde bag doku (a),
santral ven (sv) (Uglii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm)
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Sekil 3. Kontrol 70 grubunda karaciger dokusunun goériiniimii. Portal ven ¢evresinde bag doku (a),

portal ven (pv), safra kanali (sk), hepatik arter (ha) (Uclii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pum)

> < e 108 i : -
Sekil 4. Kontrol 30 grubunda karaciger dokusunun gériiniimii. Baz1 hepatositlerde daha yogun
gozlenen glikojen tanecikleri (g), santral ven (sv), siniizoid (d) (PAS reaksiyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 50
pm)

Sekil 5. Kontrol 70 grubunda karacigerin goriiniimii. Baz1 hepatositlerde daha yogun gézlenen glikojen
tanecikleri (g), santral ven (sv) (PAS reaksiyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 50 pum)
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Sekil 6. Kontrol 30 grubu hepatositlerinde hiicre ¢ekirdeklerinde (a) kahverengi-siyah lekeler halindeki
AgNOR’lar (b) (AgNOR boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 20 um)
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Sekil 7. Kontrol 70 grubu hepatositlerinde hiicre ¢ekirdeklerinde (a) kahverengi-siyah lekeler halindeki
AgNOR’lar (b) (AgNOR boyamasi. Biiyiitme ¢izgisi: 20 pm)

Sekil 8. Nifedipin 30 grubunda karaciger dokusunun gériiniimii. Portal alani ¢evreleyen bag dokusu,
portal ven (pv), hepatik arter (ha), safra kanali (sk) (U¢lii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm)
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Sekil 9. Nifedipin 70 grubunda karaciger dokusunun gériniimii. Portal alani ¢evreleyen bag dokusu (a),
portal ven (pv), hepatik arter (ha), safra kanali (sk), siniizoid (d) (Uglii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100
pm)
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Sekil 10. Nifedipin 30 grubunda karaciger dokusunun goriiniimii. Baz1 hepatositlerde gézlenen glikojen
tanecikleri (g), santral ven (sv), dikaryotik hepatosit (c) (PAS reaksiyonu. Bilyiitme ¢izgisi: 50 pm)

Sekil 11. Nifedipin 70 grubuna ait karaciger dokusunun goriiniimii. Baz1 hepatositlerde daha yogun
gozlenen glikojen tanecikleri (g), santral ven (sv) (PAS reaksiyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 50 pm)
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Sekil 12. Nifedipin 30 grubuna ait karaciger dokusunun goriiniimii. Mononiikleer hiicre infiltrasyon
odaklar1 (m), dikaryotik hepatosit (¢) (PAS reaksiyonu. Bilylitme ¢izgisi: 100 pm)
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Sekil 13. Nifedipin 70 grubuna ait karaciger dokusunun gériiniimii. Santral ven (sv) etrafindaki
mononiikleer hiicre infiltrasyon odaklar1 (m), dikaryotik hepatosit (c), sinlizoid (d) (PAS reaksiyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 50 pm)

Sekil 14. Nifedipin 30 grubu hepatositlerinde hiicre gekirdeklerinde (a) kahverengi-siyah lekeler
halindeki AgNOR’lar (b) (AgNOR boyama. Biiyilitme ¢izgisi: 20 pm)
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Sekil 15. Nifedipin 70 grubu hepatositlerinde hiicre ¢ekirdeklerinde (a) kahverengi-siyah lekeler
halindeki AgNOR’lar (b) (AgNOR boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 20 pm)

Kontrol 70 ve nifedipin 70 gruplarindaki ratlarin hepatositlerinden elde edilen AgNOR verilerinden
cekirdek alanlari, gruplar arasinda karsilastirildiginda nifedipin 70 grubunda artis goriilmekle birlikte
istatistiksel olarak onemli bir farklilik (p>0.05, Tablo 4) tespit edilmemistir. AgNOR alaninda ise
nifedipin 70 grubunda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.05, Tablo 4) artis tespit edilmistir. Ayrica
Kontrol 70 ile nifedipin 70 gruplarina ait AgNOR sayisi ile AgNOR alani/Cekirdek alani (%)
kargilagtirildiginda nifedipin 70 grubunda artis goriilmiistiir; ancak istatistiksel olarak donemli bir fark
(p>0.05, Tablo 4) belirlenmemisgtir.

Ayrica kontrol 30 ve 70 gruplari ile nifedipin 30 ve 70 gruplari kendi aralarinda bagimli 6rneklem testiyle
kargilagtirilmistir. Boylece 30 giin siireyle nifedipin verilen ve nifedipin kesildikten 40 giin sonraki
ratlardan elde edilen veriler karsilagtirilmistir. Kontrol 70 grubunda kontrol 30 grubuna kiyasla dikaryotik
hepatosit oraninda azalma goriilmiistiir; ancak istatistiksel olarak anlamli (p>0.05, Tablo 5)
bulunmamugtir.

Nifedipin 30 ve 70 gruplarindaki ratlarin karaciger dokularindan elde edilen histomorfometrik veriler de
kargilagtirilmistir. Dikaryotik hepatosit oraninda yapilan karsilastirmaya gore nifedipin 70 grubunda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.05, Tablo 6) azalma tespit edilmistir.

Kendi aralarinda bagimli drneklem testiyle karsilastirilan kontrol 30 ve kontrol 70 gruplarindan elde
edilen AgNOR parametrelerine gore kontrol 30 grubuna kiyasla kontrol 70 grubunda ¢ekirdek alani ve
AgNOR alaninda azalma tespit edilmistir; ancak istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p>0.05, Tablo 7)
belirlenmemigtir. AgNOR alani/Cekirdek alani (%) oraninda kontrol 70 grubunda artis goriiliirken
istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik (p>0.05, Tablo 7) tespit edilmemigtir. AgNOR sayisinda ise kontrol
70 grubunda istatistiksel olarak dnemli diizeyde (p<0.05, Tablo 7) azalma tespit edilmistir.

Nifedipin 30 ve nifedipin 70 gruplar1 arasinda yapilan degerlendirmede ise nifedipin 70 grubunda
¢ekirdek alani, AgNOR alan1 ve AgNOR alani/Cekirdek alani (%) oraninda artig goriilmekle birlikte
istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p>0.05, Tablo 8) tespit edilmemistir. Bunun yam sira nifedipin 70
grubunda AgNOR sayisinda azalma goriilmiigtiir; ancak istatistiksel olarak farklilik (p>0.05, Tablo 8)
tespit edilmemistir.

4. Tartisma

Nifedipinin fonksiyonel 6zelliklerine yonelik karaciger iizerine ¢esitli aragtirmalar yapilmigtir. Ancak
literatiirde ratlara oral yolla verilen yiiksek dozda nifedipinin karaciger tizerindeki etkilerini histolojik
olarak 11k mikroskobik diizeyde inceleyen bir ¢alisma disinda (Dhar ve Farzan, 1994) baska bir
arastirmaya rastlanilmamustir. Dhar ve Farzan (1994) ¢alismalarinda ratlara 0.5 mg/kg nifedipini ti¢ hafta
boyunca vermisler ve nifedipinin karaciger, kalp, bobrek ve pankreas dokulari {izerine histolojik
etkilerini H-E boyamayla 1sik mikroskobik diizeyde incelemislerdir. Caligmalarinin sonucunda
nifedipinin karaciger, bobrek, kalp ve pankreas dokular iizerine onemli bir etkisinin olmadigini
gozlemlemislerdir. Bu ¢aliymada da ratlara ¢ok daha yiiksek dozda verilen nifedipinin karaciger dokular1
iizerinde 6nemli bir histolojik degisiklige sebep olmadig1 gdzlenmistir.
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Mangiroglu (2011) yapmis oldugu calismada nifedipin verilen ratlarin digetinden alinan kesitlerde
periodontal dokulart incelemis ve nifedipin verilen gruplarda gingival marjin (diseti ¢izgisi) epitel
yiiksekliginde, bag dokusu genigliginde ve bag dokusu yiiksekligi degerlerinde artis tespit etmistir.
Mangiroglu’nun (2011) yapmis oldugu calismanin aksine, bu ¢aligmada nifedipin uygulanan gruplarin
karaciger dokular1 incelendiginde nifedipinin bag dokusu artigina sebep olmadig1 gézlenmistir.

Ug nesil transgenik Bt (Bacillus thuringiensis) misirla beslenen ratlarin karaciger dokusuna etkisi {izerine
yapilan bir calismada karacigerde goriilen odaksal hiicre infiltrasyonunun minimal diizeydeki
inflamasyondan ve dokunun buna kars1 korunmaya yonelik yeni bir yapisal organizasyona ge¢cmesinden
kaynaklandig belirtilmistir (Kilig, 2006). Bu calismada da nifedipin gruplarina ait karaciger dokularinda
kismen kiiciik hiicre infiltrasyon odaklarina rastlanilmistir. Nifedipin gruplarinda kismen goriilen bu
hiicre infiltrasyon odaklar1 karacigerin yiiksek dozdaki nifedipine karst vermis oldugu bir tepki olarak
diigiiniilebilir.

Tablo 1. Kontrol 30 ve nifedipin 30 gruplarindaki ratlarin karaciger dokularindaki dikaryotik
hepatosit oranlar1

KONTROL 30 NIFEDIPIN 30
(n=8) (n=8)
Dikaryotik Hepatosit Orani (%) 2.22+1.337 3.43+0.69*

- X +SS; *Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05, Mann-Whitney U testi)

Tablo 2. Kontrol 30 ve nifedipin 30 gruplarindaki ratlarin hepatositlerine ait AgNOR verileri

KONTROL 30 NIFEDIPIN 30
(n=8) (n=8)
Cekirdek Alani (um?) 59.27+£7.75* 48.44+7.36*
AgNOR Alani (um?) 2.4240.32 2.50+0.38
AgNOR Sayisi 2.61+£0.49 2.34+0.37
AgNOR Alani/Cekirdek Alan1 (%) 3.99+1.05 5.32+1.27*

= X 4SS; * Ayni satirda kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05, Mann-Whitney U testi)

Tablo 3. Kontrol 70 ve nifedipin 70 gruplarindaki ratlarin karaciger dokularindaki dikaryotik
hepatosit oranlari

KONTROL 70 NIFEDIPIN 70
(n=8) (n=8)
Dikaryotik Hepatosit Orani (%) 1.78+0.857 1.39+0.94

» X +SS; Gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark yoktur (p>0.05, Mann-Whitney U testi)
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Tablo 4. Kontrol 70 ve nifedipin 70 gruplarindaki ratlarin hepatositlerine ait AgNOR verileri

KONTROL 70 NIFEDIPIN 70
(n=8) (n=8)
Cekirdek Alani (um?) 49.73£3.79* 52.18+5.91
AgNOR Alan1 (pm?) 2.28+0.09 2.82+40.60*
AgNOR Sayi1s1 1.91+0.20 2.27+0.50
AgNOR Alani/Cekirdek Alani (%) 4.61+0.38 5.43£1.05

- X +SS; * Ayni satirda kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05, Mann-Whitney U testi)

Tablo 5. Kontrol 30 ve kontrol 70 bagimli gruplarindaki ratlarin karaciger dokularindaki dikaryotik
hepatosit oranlarinin karsilastirilmasi

KONTROL 30 KONTROL 70
(n=8) (n=8)
Dikaryotik Hepatosit Oran1 (%) 2.22+1.337 1.78+0.85

= X 4SS; Gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli fark yoktur (p>0.05, Wilcoxon testi)

Tablo 6. Nifedipin 30 ve nifedipin 70 bagiml gruplarindaki ratlarin karaciger dokularindaki
dikaryotik hepatosit oranlarinin karsilastiriimasi

NIFEDIPIN 30 NIFEDIPIN 70
(n=8) (n=8)
Dikaryotik Hepatosit Orani (%) 3.4340.69~ 1.39+0.94%*

+ X +SS; *Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05, Wilcoxon testi)

Tablo 7. Kontrol 30 ve kontrol 70 bagimli gruplarindaki ratlarin hepatositlerine ait AgNOR
verilerinin karsilagtiritlmasi

KONTROL 30 KONTROL 70
(n=8) (n=8)
Cekirdek Alani (um?) 59.27+7.75* 49.73+£3.79
AgNOR Alani (um?) 2.42+0.32 2.28+0.09
AgNOR Sayi1s1 2.61+0.49 1.91+0.20*
AgNOR Alani/Cekirdek Alani (%) 3.99+1.05 4.61+£0.38

- X +SS; * Ayni satirda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05, Wilcoxon testi)
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Tablo 8. Nifedipin 30 ve nifedipin 70 bagimli gruplarindaki ratlarin hepatositlerine ait AgNOR
verilerinin karsilastirilmasi

NIFEDIPIN 30 NIFEDIPIN 70
(n=8) (n=8)
Cekirdek Alani (um?) 48.44+7.36~ 52.18+5.91
AgNOR Alan1 (pm?) 2.50+0.38 2.824+0.60
AgNOR Sayi1s1 2.34+0.37 2.274+0.50
AgNOR Alani/Cekirdek Alani (%) 5.32+1.27 5.43£1.05

- X +SS; Ayni satirda gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark yoktur (p>0.05, Wilcoxon testi)

Kemirici karacigerinde hepatositlerin yaklasik %25°1 ¢ift ¢ekirdeklidir. Cift ¢ekirdekli hiicreler, mitoz
bdliinmenin sitokinezis evresinin tamamlanamamasi yani asitokinez sonucu meydana gelir. Dogumda
oldukea sinirlt sayida olan ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayisi yasla birlikte artar ve dogumdan 4-7 hafta sonra
tekrar azalma egilimi gosterir (Styles, 1993; Guidotti ve ark., 2003; Fujji ve ark., 2004). Cift ¢ekirdekli
hepatositlerin boliinerek tek ¢ekirdekli tetraploid (4n) 6zelligi gosteren hiicreleri meydana getirdikleri de
rapor edilmistir (Guidotti ve ark., 2003). Gerek cift ¢cekirdeklilik, gerekse poliploidi rodent karacigerinin
normal morfolojik ve fizyolojik bir 6zelligidir (Gandillet ve ark., 2003; Guidotti ve ark., 2003). Poliploidi
bir hiicrenin terminal farklilagsma ve yaglanmasiyla ortaya ¢ikar (Sigal ve ark., 1999). DNA reaksiyonuna
giren karsinojenler hepatositlerin sitokinezini saglayarak ¢ift cekirdekli hepatositlerin oraninda azalmaya
neden olur (Styles, 1993). Diger taraftan, kursun sitrat ve X 1sinlart ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayisinda
artisa yol acar (Albert ve ark., 1960; Melchiorri ve ark., 1993). Guryev (2005), Sharma ve Sharma (2005)
ve Maharwal ve ark. (2005) g¢alismalarinda radyasyona maruziyet sonucu ¢ift ¢ekirdekli hepatosit
oranlarmin arttigini rapor etmislerdir. Karahan ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢aligmada iyonlastirict
radyasyona maruz birakilan farelerde ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayisinin arttigini ve bu hiicrelerde
prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni (proliferating cell nuclear antigen, PCNA) ekspresyonun genellikle her
iki ¢ekirdekte, daha az siklikla da tek ¢ekirdekte oldugunu tespit etmislerdir. Bahsedilen ¢aligmalarda
gorildiigii gibi radyasyonun karacigerdeki dikaryotik sayisinda artisa sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica
bir karaciger hastaligi olan sirozun da karacigerdeki dikaryotik ¢ekirdek sayisinda artisa yol agtigi
bildirilmistir (Bagci, 2007). Bunlarin yani sira karacigerde goriilen tek c¢ekirdekli hepatositlere kiyasla
cift ¢ekirdekli hepatositlerde goriilen protein sentezinde, RNA sentezinde, mitokondri sayisinda ve
mitokondri i¢indeki protein sentezinde bir artis oldugu ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (Nagata, 2003;
Fabio ve Maurizio, 2007).

Bu c¢aligmada ise kontrol 30 grubuna kiyasla nifedipin 30 grubunda dikaryotik hepatosit oraninda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir. Nifedipin 30 grubunda goriilen dikaryotik
hepatosit oranindaki bu artisin yiiksek doz nifedipinin sebep oldugu toksik etkiye karsi karaciger
hiicrelerinin vermis oldugu bir tepki olarak diigiiniilebilir. Bununla birlikte nifedipin 30 grubuna kiyasla
nifedipin 70 grubundaki dikaryotik hepatosit oraninda goriilen 6nemli diizeydeki azalma ilacin
kesilmesinden sonra nifedipinin sebep oldugu olumsuz etkilerin geriledigini teyit edebilir.

NOR’lar, rRNA’nin transkripsiyonunu kodlamak igin RNA polimeraz I enzimini kullanan rDNA olarak
adlandirilan spesifik DNA pargalaridir. Ribozom igerisindeki rRNA’lar hiicrenin protein sentezinden
sorumludur. Protein sentezi hiicre ¢ogalma siireci i¢in gerekli bir basamaktir. Bu nedenle AgNOR
proteinleri hiicre ¢cogalmasinin gostergesi olarak kullanilmaktadir (Underwood, 1995; Pich ve ark.,
2004). Interfaz ¢ekirdeginde gdzlenen AgNOR proteinlerinin miktarlarindaki degisikliklerin timér
patolojisi ve farkli kanser tiirlerinin tanisal ve prognostik karakterizasyonu ile ilgili cesitli calismalar
yayimlanmistir (Pich ve ark., 2000; Eroz ve ark., 2011). AgNOR diizeylerinde goriilen degisiklikler
protein sentezindeki degisiklikleri yansitmaktadir. AGNOR proteinlerinin say1 ve hacmindeki artiglarin
hiicre ¢cogalmasi, farklilagma ve salgr aktiviteleri gibi hiicre aktivitesindeki artis ile iligkili oldugunu
gosteren ¢esitli caligmalar bulunmaktadir (Hall ve ark., 1988; Jan ve ark., 1989; Eroz ve ark., 2011).
Ayrica AgNOR proteinlerinin hiicre ¢ogalmasina ilaveten, hiicre metabolizmasi ile de iliskili oldugu
bildirilmistir (Dayan ve ark., 2002).

Schmid ve ark. (1982), NOR’larin glimiisle boyanma &zelliklerinin rRNA genlerinin transkripsiyonel
aktivitesinin bir gostergesi oldugunu ve bu nedenle, farkli dokular1 olusturan hiicrelerin AgNOR
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sayilarinin da farklilik gosterdigini ileri stirmektedirler. Zaczek ve ark. (1992), saglikli sicanlarin sindirim
kanal1 epitel hiicrelerinin AgNOR parametrelerini inceledikleri ¢aligmalarinda farkli sindirim kanalinin
farkli bolgelerindeki AgNOR sayilar1 ile bunlarin alanlar1 ve ¢ekirdek alan1 AgNOR alani oranlari
arasinda onemli farklar tespit etmisler ve AgNOR parametrelerinin epitelin proliferasyon aktivitesiyle
iligkili oldugunu hiicrenin lokalizasyonuna bagli olarak tipik 6zellikler gosterdigini ileri siirmislerdir.
Bir c¢ekirdekteki AgNOR sayist ve her bir AgNORun alaninin ¢ekirdek alaniyla baglantili oldugu da
saptanmistir. Bir organizmanin farkli benzer hiicrelerinin veya farkli organizmalarin hiicrelerinin
genomlarinda bulunan aktif NOR’larin sayilar1 arasinda belirgin farkliliklar bulundugu ve aktif NOR
sayilarinin hiicrenin protein sentez ihtiyaci ve ¢evre sartlarina gore degisiklik gosterdigi belirtilmistir
(Goodpasture ve ark., 1976; Mikelsaar ve ark., 1977; Alberts ve ark., 1989). Mourad ve ark. (1997)
calismalarinda insan akciger kanserinde ortalama AgNOR sayisinin ve ¢ekirdek bagina bes ya da daha
fazla sayida AgNOR tasiyan hiicre oraninin tiimor hiicrelerinin proliferatif aktivitelerinden ziyade
ilerleyici davraniglart hakkinda bilgi verebilecegini belirtmiglerdir. Xiu ve ark. (2003) ise AgNOR
parametrelerindeki artigin astrosit tiimdrlerinin teshisinde yarar sagladigi gibi bu tiimorlerin niiksiiyle de
dogru orantili oldugunu bildirmiglerdir. Godoy ve ark. (2001), deri yaralanmalarinda epidermisin yara
smirma komsu bazal hiicrelerindeki AgNOR aktivitesiyle, hiicre cogalmasinin bir dl¢iitii olan ¢ekirdege
bromodeoksiiiridin (BrdU) alimini karsilagtirmak suretiyle hiicre ¢ogalma hizlarini karsilagtirmiglar ve
her iki yontemle de yaralanmadan hemen sonra ve yaralanmayi takip eden 36-70. saatler arasinda hiicre
¢ogalma hizlarinin yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Benzer sekilde; Leek ve ark. (1991), asir1 hiicre
¢ogalmasi ve yenilenmesi gozlenen dokulardaki AgNOR aktivitesi ile bromodeoksiiiridin alimint ve S
fazindaki hiicre oranlarini karsilastirmislar ve g¢ogalan hiicrelerde, AgNOR’larin sayilarindan ziyade
biiyiikliiklerinin arttigini saptamiglardir.

Yukarida bahsedilen gesitli ¢alismalarda AgNOR sayisindaki artisin hiicre proliferasyonuyla dogru
orantili olarak artabilecegi ifade edilmistir. Bu ¢alismada kontrol 30 grubuyla kiyaslanan nifedipin 30
grubu hepatositlerinde AgNOR sayisinda istatistiksel olarak 6nemli olmamakla birlikte azalma tespit
edilmigtir.

Russel ve ark. (1991) AgNOR "un hiicrelerin proliferatif aktiviteleri ile iligkili oldugunu ve AgNOR ’un
sayisindan ziyade boyutlarinin daha anlamli sonuglar ifade edecegini ileri siirmiislerdir. AgNOR’larin
yapist ve boyutlart bagta protein sentezi olmak iizere pek cok hiicresel aktivitenin igareti olarak
degerlendirilmistir. Aydin (2004), yumurtaci ve et¢i piliglerin bacak ve gogiis kaslar1 lizerine yapmis
oldugu calismada, 6 haftalik donemde yumurtaci piliglerin bacak kaslarindaki ortalama AgNOR
alan1/Cekirdek alani oranini %5.54 olarak bulurken; et¢i pili¢lerde bu orani %9.54 olarak tespit etmistir.
Gogiis kaslarinda ise elde ettigi degerleri yumurtact piliglerde %5.37, etci piliglerde ise %8.42 olarak
belirtmistir. Gilindiiz (2010) ise yemlerde iireyen en 6énemli mikotoksin olan aflatoksin B1’in et¢i pili¢
embriyolar1 tizerindeki toksik etkisini aragtirdig1 ¢aligmasinda, toksinin 6zellikle kulugkanm 11 ve 13.
giinlerinde yiiksek doz gruplarinda gogiis kasi dokularinda AgNOR alani/Cekirdek alani oranini
diistirdiigiinii tespit etmistir. Akbulut (2010) yapmis oldugu caligmada saglikli gebelerin perifer kan
lenfositlerindeki bazt AgNOR parametrelerini incelemistir. Calismada perifer kan lenfositlerindeki
AgNOR alanmin ¢ekirdek alanina oraninin hamilelikle birlikte artisa gectigini 6zellikle I ve III
trimester grubunda AgNOR alaninin ¢ekirdek alanina oraninda artig oldugunu tespit etmistir. Bu artiglarin
lenfositlerde bulunan bazi sitokinlerin (peptit ve glikoprotein yapida) sentezindeki artigina dolayisiyla da
bu artigin lenfositlerde meydana gelen protein sentezindeki artigin bir yansimast oldugunu belirtmistir
(Akbulut, 2010).

Bu calismada hepatositlerdeki AgNOR alaninin ¢ekirdek alanina orani dikkate alindiginda kontrol 30
grubuna kiyasla nifedipin 30 grubunda 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir. AgNOR alaninin ¢ekirdek
alanina oranindaki bu artig hepatositlerde goriilen bir protein sentezi artisina igaret edebilir. Clinki
Zanger ve ark. (1999) calismalarinda ratlara 7 giin siireyle (25, 50, 100 mg\kg\giin) nikardipin ve
nifedipin vermislerdir. Bu ilaglarin rat karacigerinde CYP-450 2B ya da 3A enzimleri iizerine etkilerini
western blot yontemiyle degerlendirmislerdir. Calismalarinda nikardipinin (100 mg\kg\giin) CYP3A
ekspresyonunun indiikleyicisi oldugunu &zellikle CYP3A23 ekspresyonunu 36 kat arttirdigini tespit
etmislerdir. Nifedipinin ise CYP3A ekspresyonunu degistirmedigini ancak CYP2B ekspresyonunu
arttirdigin1 gézlemlemisler ve nifedipin (100 mg\kg\giin) uygulamasindan sonra CYP2B, CYP2B1 ve
CYP2B2V ekspresyonunun 5-15 kat arttigini tespit etmislerdir. CYP-450’nin alt tipleri olan bu enzimler
protein yapisindadir ve nifedipin bu enzimlerin artisina sebep olmustur. Enzimlerin artis1 dolayisiyla
protein sentezi artisinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
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Tesekkiir: Bu calisma Canan AKGUL’iin Yiiksek Lisans Tezinin bir kismindan iiretilmistir. Deneysel
asamadaki katkilarindan dolay1 Dr. Cem MANGIROGLU na tesekkiir ederiz.
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