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TAMOKSIFENIN SICAN KARACIGERINE ETKISI:
ISIK VE ELEKTRON MIKROSKOPIK INCELEME
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OZET

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

Karaciger iizerine morfolojik etkilerini incelemek amaci ile Sprague-Dawley cinsi disi siganla-
ra 3.5 ay siireyle i.p olarak tamoksifen, 1.5 mg /kg olacak sekilde uygulandi. Alinan karaciger
biyopsi materyalleri 151k ve elektron mikroskopi diizeyinde incelendi.

Isik mikroskopi diizeyinde karaciger hiicre kordon diizeninde bozulma, kanama odaklari,
Dissé aralig1 bag dokusunda artig gozlendi. Hepatosit ince yapisinda membran ve organellerin-
de degisiklikler, glikojen iceriginde ve lipid damlaciklarinda ve vakuollerde artma gészlendi.

Sonug olarak, siganlarda bu stire ve dozda tamoksifen uygulanimi karaciger hasarma sebep ol-
maktadir. ‘

Anahtar kelimeler: Tamoksifen, karaciger morfolojisi

SUMMARY

The effects of tamoxifen on the rat liver; light and electron microscopical study. Tamoxifen is
an antioestrogenic in a triphenylethylen group drug, common used for long time period mam-
mary 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 liver 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 light and electron microscopy level.

Liver samples was showed that degeneration of the regulation of the celi cordon, bleeding are-
as, increase of the connective tissue 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 treated - with tamoxifen because of the observation of the liver degeneration
should be under control frequently.
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GIRIS nedeniyle meme kanseri riski tastyan ve me-

. me kanseri olan kadinlarda antikanserojen
Kadinlarda, en sik goriilen kanserlerden biri )
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olan meme kanserinin tedavisi ve yl'jks‘ék
risk tasiyan kisilerin korunmast 6nemlidir.
Bu amagla nonsteroid antidstrojen maddeler;
Ostrojenin meme tlimorlerinin gelisimine di-
rekt etkisi ve biiylimesini stimiile etmesi

olarak yaygin sekilde kullanilirlar (12:13.23),

Tamoksifen; kemoterapotik ve kemoproflak-
tik olarak, meme kanserinin endokrin tedavi-
sinde uzun siireli, en ¢ok kullamlan antine-
oplastik maddelerden biridir (13.20),
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Mikrograf 1: Kontrol sigan karacigerinde,V. Centralis
(VC) ¢evresinde hepatositlerden kurulu diizenli hiicre
kordonlarinin (HK), yapisi goriilmektedir. Sin: Siniizo-
id, H+E, X200

Meme tiimor dokusunun $strojene bagli pro-
liferasyonu, tamoksifenin gerek reseptor
239101321y gerekse direkt hiicresel antiostro-
jen aktivasyonu ile 6nlenmektedir (3249, Bu-

Mikrograf 2: Kontrol grubunda, hiicreler igerisinde homojen dagilimli
PAS (+) glikojen partikiilleri izlenmektedir. PAS+HI, X400
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nunla birlikte uzun slireli tamoksifen uygu-
lanmasinin belirli dokularda 6strojen seviye-

sinin artmasina neden oldugu bilinmektedir
(7,18,22)

Tamoksifenin &strojen benzeri aktivasyonu-
nun, 6strojen bagiml tiimor gelisimine ne-
den oldugu ileri siiriilerek, 6zellikle karaci-
gerde Ostrojenik etkisiyle hepatokarsinojenik
aktivasyonu 141516171925 ye endometrium

kanserini stimiile ettigi saptanmigtir (11
2021,22)

Tamoksifenin, tedavi ve proflaktik amaclt
uzun stire kullanilmasinda, Gstrojenik etkisi

nedeniyle yan etkilere neden olmast 6nemli-
dir (14.5.7.8,14,16,19)

Bu ¢aligmada, tamoksifenin si¢an karacigeri
{izerine etkilerini morfolojik yénden incele-
mek amaclandi.

MATERYAL ve METOD

Bu calismada Istanbul Universitesi Deneysel
Tip Aragtirma ve Uygulama Enstitlisti (DE-
TAE)'linden elde edilen 12 adet Sprague-
Dawley cinsi (180-200 gr) geng
erigkin disi siganlar kullanildi.
Ayn1 biyolojik ve fizyolojik ko-
sullarda tutulan siganlara (n=6),
dimetilsiilfoksitte c¢&6zlilmis
6.6mg/ml oraninda tamoksifen
citrate (Nolvadex), 1.5mg/kg ola-
cak gekilde i.p. olarak 3,5 ay sii-
reyle her giin uygulandi. Kontrol
grubuna (n=6) ise sadece dimetil-
stilfoksit verildi.

Mikroskopik Preparasyon

Kontrol ve deney grubu siganlar-
dan, eter anestezisi altinda ayni
karaciger bolgelerinden 151k ve
elektron mikroskopik goézlemler
icin biyopsi materyalleri alind1.
Isik mikroskopik inceleme igin
almanan doku pargalart Bouin
fiksatifinde tesbit edildi. Rutin
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Tamoksifenin Sican Karacigerine Etkisi: Isik ve Elektron Mikroskopik Inceleme

Mikrograf 3; Kontrol grubunda periportal sahada; V. interlobularis (v), A.interlobularis (a), ductuli biliferi (db) ve
kollagen liflerin (—) yer aldig1 diizenli bag doku yapisi izlenmektedir. Masson trichrome, x200

Mikrograf 4: Kontrol grubunda diizenli yapida hepatosit goriilmektedir.: n: Nukleus, —: graniillii endoplazmik reti-
kulum, =»: diiz endoplazmik retikulum, m: mitokondri, I; lizozom, —>¢—: zonula occludens, s: safra kanalikiilii, elekt
ronmikrograf, bar; 500 nm

mikroteknik islemlerinden sonra, 4-5 p ka- schiff+haemalun (PAS+HI) boyalari uygu-
linliginda alman kesitlere hematoksilin-eo- land1. Boyali kesitler Olympus BH-Z foto-
134 sin (H+E), Masson trikrom, periyodik asit mikroskobunda degerlendirildi.
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Mikrograf 5A: Tamoksifen verilen grupta hepatosit kordon diizeninin (—) bozuklugu, biiyiik kanama odaklar1 ()
ve ¢ok nukleoluslu (>) hepatositler gozlenmektedir, H+E, X100, inset: X1000

Elektron mikroskopik inceleme i¢in alman 1
mm?3'liik biopsi materyalleri; fosfat tamponlu
(pH 7.3, 0,IM) (3'liik glutaraldehit ¢ozelti-
sinde 1.5 saat fikse edildi. (1'lik OsQ; ile 1
saat sliren postfiksasyon sonrasi rutin elekt-
ron mikroskopi takibi yapilarak, araldit i¢in-
de polimerize edildi. Leica Ultracut R ultra-
mikrotomunda alman yaklagik 60nm kalinli-
gindaki kesitler, uranil asetat ve kurgun sitrat
boyalari ile kontrastland:. 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 gozlendi (Mikrograf 1, 2, 3). Hepato-
sit sitoplazmasmda, PAS+ boyanan glikoje-
nin homojen dagilimli ve ince partikiiller
seklinde oldugu goriildi (Mikrograf 2).
Masson trikrom ile boyal: kesitlerde bag do-

ku dagilimi diizenli olarak goriildii. (Mik-
rograf 3).

Elektron mikroskopi gozlemlerinde, hepato-
sit nukleuslar, sitoplazmadaki organel dagi-
lim1 ve glikojen partikiilleri normal ince ya-
pidaydi. Hepatositlerin biribirine komsuluk
eden ekzokrin yiizlerinde diizenli yapida zo-
nula occludens ve safra kanalikiilii izlendi
(Mikrograf 4).

Tamoksifen grubu: Isik mikroskopi incele-
melerinde karaciger hiicre kordonlarinin
yap1 ve biitiinliiglintin bozuldugu, periportal
saha ve hepatosit kordonlar: arasinda biiyiik
kanama odaklar1 oldugu goriildii (Mikrograf
5 A). Hepatosit nukleuslarinda sekil bozuk-
luklari, ve sayica artmis nukleoluslar gozlen-
di (Mikrograf 5 A-B).

Nukleuslarm piknoza giderek dejenere oldu-
gu, sitoplazmasmda vakuolizasyonun ileri
derecede arttig: izlendi (Mikrograf 5B, 6).
Bazi1 hepatositlerin sitoplazmasmi glikojenin
doldurdugu, Dissé araligmdaki bag dokuda
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Tamoksifenin Sican Karacigerine Etkisi: Istk ve Elektron Mikroskopik Inceleme

Mikrograf 5B: Tamoksifen verilen grupta, hepatositlerde artmig vakiiolizasyon (v), nukleuslarda sekil bozuklugu
(—). nukleolus sayisinda artig (>) gézlendi. H+E, X400

Mikrograf 6: Tamoksifen verilen grubun hepatositlerinde nukleus ¢ap farkliliklar1 (n), sitoplazmada ileri derecede
vakuolizasyon (v), bazi hiicrelerde PAS+ (3¢) madde yogunlagmasi belirgin olarak izlenmektedir. PAS+HI, X1000

ve siniizoid igerisinde PAS+ yapida madde- bozuldugu goriildii (Mikrograf 6). Masson
136 nin yer aldig1 ve siniizoid duvar yapisinin trikrom ile boyal kesitlerde hepatositler ara-
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Mikrograf 7: Tamoksifen verilen grupta hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyon (—) bag dokuda ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonunda () artig goriilmektedir. Masson trichrome, X200

Mikrograf 8A: Tamoksifen verilen gruba ait liepatositte membran yapisi diizensiz nukleuslar (n), sekonder lizozom
saylsinda artma (1), biiylik vakuoller (v), Dissé aralifina bakan yiiziinde mikrovilli yapisinda bozulma (%), hepatosit-
ler arasinda iligkide kopukluk ve bos alanlar izlenmekledir. Elektronmikrograf, bar 1 pm B: Tamoksifen verilen gru-
ba ait hepatosit nukleusunda 3 nuklcotus gériilmektedir. Elcktronmikrograf., bar I um

sida yer alan Dissé aralif1 bag dokusunda
ve monontiiklear hiicre infiltrasyonunda artis
gozlendi (Mikrograf 7).

Elektron mikroskopi bulgularinda hepatosit-
lerde, belirgin heterokromatin yapisina sahip
ve invaginasyon yapmis nukleuslar mevcut-
tu (Mikrograf 8 A), bazi kesitlerde ise 151k

mikroskopi bulgularina paralel olarak nukle-
olus sayisinda artig goriilmekteydi (3 nukle-
olus) (Mikrograf 8 B). Sitoplazmada;
graniillii endoplazmik retikulum sisterna
yapisinda artis ve dilatasyon (Mikrograf 8
A), diiz endoplazmik retikulum sisterna ya-
pisinda incelme, yer yer madde birikimi ve
baz1 hepatositlerde sayica azalmig mitokond-
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Tamoksifenin Sigan Karacigerine Etkisi: Isik ve Elektron Mikroskopik Inceleme

Mikrograf 9: Tamoksifen verilen grubun hepatosit sitoplazmasmda, graniil-
lii endoplazmik retikulum yapisinda incelme (—), mitokondri saylsinda
azalma (m) ve hiicre dejenerasyonuna bagli organellerde azalma ve bog
alanlarin (3¢) ortaya ¢iktigl gozlenmektedir. Elektronmikrograf, bar: 1 pm

Mikrograf 10: Tamoksifen verilen grubun hepatosit sitoplazmasmda mito-
kondri matriksinde yogun madde birikimi (m), graniillii endoplazmik retiku-
lumda (—) ve diiz endoplazmik retikulum tiibiil vesikiillerinde dila-tasyon
(>), o glikojen partikiillerinin rozet tarzinda yogunlagtig: (=) goriilmekte-
dir. Elektronmikrograf, bar: 200nm.

(Mikrograf 11). Hiicrenin safra

“kanalikiiliine yakin yiiziinde

dilate olmug ve sayica artmis
Golgi aygit1 vardi. Safra kana-
likiiliinii olusturan ekzokrin
ylizde, mikrovilli yapisinda
diizensizlik, sayisinda azalma,
timeninde genisleme ve zonu-
la oceludens yapisinda diizen-
sizlik ve hiicreler arasi iligkide
azalma izlendi (Mikrograf 12).
Dissé araligina bakan yiizde
mikrovilli yapisinda incelme
ve diizensizlik gozlendi (Mik-
rograf 8 A).

TARTISMA

Gilintimiizde kullanilan antine-
oplastik ilaglarin, c¢ogunun
dogrudan sitotoksik sekilde et-
kiyerek hiicre hasar1 meydana
getirdigi bilinmektedir @3, An-
tiostrojenik etkili tamoksifen,
meme kanserinin tedavisinde
uzun stireden beri kullanilan
en iyi ilagtir.

Tamoksifen sindirim sistemine
alindiktan sonra, intestinal ab-
sorbsiyona ugrar ve % 98'
plazma albuminine baglanarak
taginir. Bir ¢ok ilag gibi ta-
moksifen de, karacigerde mi-
tokondri ve diiz endoplazmik
retikulum mikrozomlarinda si-
tokrom P-450 oksidazlarla me-
tabolitlerine ayrilir, Biiyiik kis-
mu fegesle, bir kismi da idrar
yoluyla atilan bu metabolitler

riler izlendi. Bazi hepatositlerde hiicre de- basta karaciger olmak tizere akciger, uterus,
jenerasyonuna bagl organel kaybi, ve vaku- pankreas, hipofiz gibi organlarda yiiksek
olizasyon alanlari goriildi (Mikrograf 9, 10). konsantrasyonda birikir ¢®. Tamoksifenin
Sekonder lizozom sayisinda ve lipid damla- karaciger kanserine neden olmasi, karaciger
ciklarinin miktarinda artis gozlendi. Ozel- mikrozomlarinda metabolize edilmesi, doku-
likle o glikojen partikiilleri sayica artarak ro- larda birikimi nedeniyle ¢aligmalar karaciger

zet formunda biiyiik gruplar olusturmaktayd: tizerine odaklanmigtir (04 19.21.22),




Mikrograf 11: Tamoksifen verilen grupta hepatosit sitoplazmasmda ¢ gli-
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da ortaya ¢iktig1 saptanmistir

kojen partikiillerinin yoFun birikimi (—) sekonder lizozomlarm artigi (>)  (13)
gozlenmektedir. Elektronmikrograf, bar: 2 pm

Mikrograf 12: Tamoksifen verilen grupta iki hepatosit arasinda zonula occ-
ludens yapisimin bozularak (—<—) hiicreler arasi baglantinin koptugu, safra
kanalikiiliinde mikrovilli saylsinda azalma ve incelmenin (m) ortaya giktig

goriilmektedir. Elektronmikrograf, bar: 500nm.

Bu amagcla, tamoksifenin kullanim siiresi ve
dozuyla iligkili kargilagtirmali olarak yapilan
151k mikroskopik bir ¢ok arastirmada, ilacin
uzun siireli veya yiiksek dozda kullanilma-

sinin, dstrojenik etkiyi ortaya ¢ikararak, se-
rum dstrodiol konsantrasyonunda artiga ne-
den olarak, karacigerde zararli etkiyi olug-
turdugu (1.6.7.8,10,12,13.23) ye insanda tamoksi-
fenin giinde 10mg'dan fazla dozda alindign-

Hepatoselliiler tiimor insidan-
simin doz ve verilen siireye
bagli olarak arttigini gdsteren
151k mikroskopik calismalarda;
tamoksifen verildikten 31 haf-
ta sonra sicanlarda kanserlerin
biiyiik cogunlugunun hepato-
selliiler karsinoma oldugu (49
ve ilacin verilis siiresine para-
lel olarak artan ¢apta ve sayida
hiperplastik nodiile neden ol-
dugu saptanmigtir (O,

Tamoksifen, karaciger iizerine
zararli etkisini; organ agirh-
ginda azalma @729, hepatosit
organellerinde morfolojik ve
fonksiyonel bozukluklar, lipi-
dozis (34 ve hepatoselliiler
karsinomalar (416.17.18.19.20) ola_
rak gosterir.

Greaves ve arkadaglar da, ta-
moksifen alanlarda yaygin li-
pidozis hepatoselliiler karsi-
nom, ayrica hepatosit peroksi-
zomlarinda proliferasyon tes-
bit etmiglerdir (4,

3.5 ay siireyle tamoksifen uy-
gulanan sicanlarin karacigerle-
rinin histolojik yapisinda bii-
yiik degisimler oldugu gozlen-
mistir.

Tamoksifenin; ilag ile olugtu-
rulan karaciger hasarinin en
yaygin goriilen bulgularindan birisi olan ko-
lestazise neden oldugu cesitli aragtiricilar ta-
rafindan saptanmigtir 4419, Tamoksifenin
DNA veya proteinlere kovalent baglandig:
ve bu kovalent baglanmanin doku toksisitesi
ve karsinojenite meydana getirdigi bir ¢ok
arastirict tarafindan saptanmugtir 629, Ayrica
tamoksifenin, karacigerde DNA sentezini
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azalttigi, DNA hasar ile hepatoselliiler kan-
ser ve karsinojenik siirecte etkili olan geno-
toksik etki olusturdugu ileri stiriilmiistiir
(17,14,16,19,20,2),

Hirsimaki ve arkadaslari, tamoksifen alan-
larda hepatosit nukleus ¢apinda ve kromatin

“miktarinda artis, apoptotik ve nekrotik hepa-

tositler saptamiglardir 07, Buna paralel ola-
rak bazi hepatosit nukleuslarmda kromatin
yogunlagmasi gériilmiis, ozellikle 151k mik-
roskopide ¢ok biiyiik boyutta, polimorfik,
cok nukleoluslu ve yer yer de piknotik nuk-
leuslara rastlamiglardir, Gerek nukleus, ge-
rekse sitoplazmadaki bu degisikliklerin; ta-
moksifenin DNA ve protein iizerine direkt
etkisi ile 620 ve ayrica hiicre organellerinde
hasara paralel olarak nukleus-sitdplazma
iliskisinde azalma ile oldugu diisliniilmek-
tedir.

Yapilan birgok calismada 6zellikle 151k mik-
roskopik diizeyde incelemeler yapilarak ta-
moksifenin kullanim siiresi ve dozuna bagh
olarak artis gosteren hepatocelluler karsino-
maya neden oldugunu saptamiglardir.

Bu c¢aligmada, 151k mikroskopi seviyesinde
belirgin hepatocelluler karsinoma gériilen
dokularin yanisira gériilmeyen karaciger do-
kularinda da elektron mikroskopi bulgulari
bu hiicrelerde de az olmakla birlikte hasar
meydana geldigini ortaya koymustur. Ta-
moksifen ile ilgili organel diizeyinde hepato-
sit morfolojisi ¢aligmalarinin azlig1 géz onii-
ne alindiginda elde ettigimiz bulgularin ila-
cin kullantminin gerektigi durumlarda dik-
katli olunmas1 gerektigini diisiindiirmek-
tedir.
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