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OZET
Miihiirdaroglu, B. Ratlarda Karaciger Iskemi-Reperfiizyon (I/R) Hasarinda
Rotenonun Hiicre Apopitozisi ve Inflamatuar Procese Etkisi . Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dah, Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2009. /R hasar1 olusturulan sican karacigerinde,
rotenonun koruyucu etkisini immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirmeyi
amacladik. Bu deneysel c¢alismada 30 adet Spraque-Dawley cinsi albino sican
kullanildi. Siganlar Kontrol Grubu, I/R  Grubu ve I/R+Rotenon Grubu olacak sekilde
3 esit gruba ayrildi. Kontrol grubundaki siganlara 8 saat aclik sonrasi laparatomi
uygulanarak hepatik arterler, portal ven ve safra yolu eksplore edilip, 90 dakika
sonra kan 6rnegi ve karacigerden doku 6rnegi alindi.I/R grubundaki siganlara; 45
dakika iskemi gergeklestirildi ve reperfiizyon’dan 45 dakika sonra kan ve karaciger
ornegi alindi.. I/R+Rotenon grubundaki siganlara iskemiden 2 saat dnce rotenon
intraperitoneal  olarak wverildi. 45 dakika reperflizyon sonrasinda  kan ve
karacigerden doku 6rnegi alindi.Daha sonra tiim sicanlar sakrifiye edildi. Serumda
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz
(LDH) ve malonildialdehit (MDA) seviyeleri, dokuda ise MDA ve TNF-a diizeyleri
ile biyokimyasal, 151k mikroskobunda Hematoksilen&Eozin boyama ile
histopatolojik, TUNEL boyama yontemiyle de apoptozis iizerine degerlendirmeler
yapildi. Serum ALT, AST, LDH ve MDA diizeyleri, doku MDA ve TNF-a
diizeylerinin hepsi I/R grubunda yiikselirken rotenon ile tedavi edilen grupta
(I/R+Rotenon) anlaml olarak gerilemistir (p< 0.05). Konjesyon ve polimorf niiveli
l6kositler gibi histopatolojik bulgular da I/R+Rotenon grubunda gerilemistir.
TUNEL boyamasinda sayilan apoptotik hiicrelerin sayist da I/R grubunda artarken,
I/R+ Rotenon grubunda anlamli olarak gerilemistir (p<<0.05). Yaptigimiz ¢alisma
gostermistir ki; rotenon , antioksidan ve antiapopitotik etkilerinden dolay1 karaciger

I/R hasarin1 6nlemek amaciyla kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler:Rotenon, rat, karaciger, I/R, apoptozis.
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ABSTRACT
Miihiirdaroglu, B. Effects of Rotenon on Cell Apoptosis and Inflamatory
Process in Liver Following Ischemia-Reperfusion(I/R) Injury in Rat Models.
Eskisehir Osmangazi University Medical Faculty, Department of General
Surgery. Purposes; to evaluate the protective effects of rotenon on liver following
I/R injury, by immunehistochemical methods . Thirty Spraque-Dawley rats were
used in this experimental study. Animals were divided into 3 groups including the
Control Group, the /R Group, and the I/R+ Rotenon Group. In the Control group,
the arteries , portal veins and main biliary ducts were explored and after 90 minutes,
blood and liver tissue samples were collected. In the I/R group, after the arteries ,
portal veins and main biliary ducts were clamped for 45 minutes, blood and liver
tissues samples were collected. In the I/R+Rotenon group, rotenon was administered
intraperitoneally before 2 hours of ischemia and blood and liver tissues samples were
collected 45 minutes later. All rats were sacrificed at the end of the experiment. The
aspartat aminotransferase (AST), alanin aminotransferase (ALT), lactate
dehydrogenase (LDH) and malonedialdehyde (MDA) levels of blood samples and
the TNF-a and malonedialdehyde (MDA) levels of tissue samples biochemically and
tissue samples histopathologically under light microscopy with hematoxylin and
eosin stain, apoptosis TUNEL assay were studied. The blood ALT, AST, LDH and
MDA levels and the tissue MDA and TNF-a levels were increased in the I/R group
but in the rotenon treatment group (I/R+Rotenon) were decreased significantly (p<
0.05). Histopathological findings such as congestion and polymorphonuclear
leukocytes were observed less in the I/R+Rotenon group compared to the I/R group.
In the TUNEL assay, the number of the apoptotic cells were increased in the I/R
group however decreased in the I/R+Rotenon group significantly(p<0.05). In our
study, we showed that rotenon with antioxidant and antiapoptotic properties may be

used in surgery clinics for liver I/R injury.

Key Words:Rotenone, rat, liver, I/R, apoptosis.
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1.GIRiS

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan artik iriinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan
dolasiminin yeniden saglanmasidir.Iskemik bir dokunun reperfiizyonu dokunun
oksijen ve diger metabolik ihtiyaclarini karsilarken paradoksal olarak dokularda
hasar olusturur.(1).iskemi-reperfiizyon hasar1 dokularda yeterli oksijen (02)
saglanamamasinin tetikledigi bir hiicresel olaylar dizisidir, sonugta tiim organlar ve
sistemler etkilenir. Son yillarda {izerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardan biridir.

Klinik olarak iskemi-reperfiizyon hasari organ transplantasyonu, travma,
vaskiiler ve intestinal cerrahide 6nem kazanmaktadir (2).Iskemi sonrasi reperfiizyon,
hasarli dokularin iyilesmesi i¢in bir 6n kosul olmasina ragmen hasar1 daha da
arttirabilmektedir (3). Iskemik dokunun reperfiizyonu ve yeniden oksijenlenmesi
hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonuna neden olur ve hiicre fonksiyonlarinin
degisimine sebep olan serbest oksijen radikallerini (SOR) iiretir (4,5). Reperfiizyon
ile iskemik dokuda olusan SOR’nin bu hasardan sorumlu oldugu ortaya konulmustur.
(6).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonrasi gordiigii hasar akciger, bobrek,
karaciger, kalp,beyin ve barsaklar gibi pek ¢cok organda ayrintili olarak arastirilmistir.
Ancak yine de I/R (iskemi-reperfiizyon) hasarinin fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. I/R hasarinda serbest radikallerin olusumu, polimorf
niiveli lokositlerin aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi gibi major
komponentlerin rol oynadigr bilinmektedir.(6,7). Bu tablo lokal ve sistemik
inflamatuar cevabin baslamasina yol acarak lokal ve uzak organlarda da hasar
olusturmaktadir.

Giinliik uygulama icerisinde I/R tibbin pek ¢ok alaninda karsilasilan bir olaydir.
Sok,yanik, sepsis, pankreatit, serebrovaskiiler olaylar, miyokard infarktiisii, travma
ve travma cerrahisi, ortopedik cerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi, transplantasyon
cerrahisi I/R olaymin goriildiigii durumlardan sadece bazilaridir. Pratikte biitiin

cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve bunu takiben bir reperfiizyon



periyodu vardir.(2,3). Karaciger I/R hasari ise, karaciger transplantasyonu ve hepatik
rezeksiyon sirasinda uygulanan pringle manevrasi veya hemorajik sok sonrasinda
goriilen primer hepatik disfonksiyon veya yetmezlikten sorumludur.

Agir metabolik yiikiine karsin, karaciger hiicre proliferasyonu agisindan
oldukca istikrarli bir organdir. Saglikli karaciger dokusundaki bu zayif hiicre
dongiisii, toksik karaciger hasari sonrasi hizla degismektedir. Karaciger anatomik
lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile bir¢ok toksik madde ve
ilagtan sik¢a etkilenen bir organdir. Bu etkilesim sonrasi gelisen hepatotoksisitenin
sonuclart da karsimiza akut, kronik ve fulminan hepatit seklinde ¢ikabilecegi gibi
cok c¢esitli klinik durumlarla da, Orne§in siroz veya timor seklinde de
cikabilmektedir.

Fizyolojik ya da birgok stres ve hasar tarafindan baglatilan programli hiicre
olimii siireci olan apoptozisin, bir¢ok sistemde uygun fonksiyon ve homeostazin
devami i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (8). Apoptozis ile organizmada hasar
gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, ¢evreye zarar vermeksizin ortadan
kaldirilir. Bu islem hem c¢ok hiicreli organizmalarin normal gelisim silireci olan
embriyogenezis sirasinda, hem de erigkinlerde neredeyse biitiin dokularda hiicresel
c¢ogalma ve yenilenme arasindaki homeostatik dengenin ve doku igeriginin
kararliligmin  korunmas: i¢in gereklidir (9). Cesitli uyaranlar apoptozis
mekanizmasini uyarir. Bunlara 6rnek olarak, timor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artig1, glikokortikoidler, reaktif oksijen iiriinleri,
ultraviyole 151k, radyasyon, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir (10).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest oksijen radikallerinin sorumlu oldugu
bilinmektedir. Kompleks I enzimi mitokondride elektron transport zincirinde rol
oynayan ilk enzimdir ve mitokondride reaktif oksijen {riinlerinin olusmasinda
onemli bir kaynaktir. Mitokondrial elektron transport inhibitérii olan rotenon,
antioksidatif savunma mekanizmasinda rol alir(11). Elektron transport zincirine
kompleks I {izerinden giren NADH’deki elektronlar, ubikinona (UQ, koenzim Q)

aktarilirlar. Ubikinonun tamamen indirgenmis formu olan UQH,, membranda
kompleks I’den kompleks III’e diffiize olur; kompleks II’te de UQH,, okside form

olan UQ formuna oksitlenir. Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks III’e akisi,

protonlarin mitokondriyal matriksten membranlar arast bosluga hareketiyle



eslesmistir ki boylece bir proton gradienti olusur; bu proton gradienti de
mitokondriyal ATP sentezi i¢cin 6nemlidir.

Kompleks I bir insektisit olan rotenone tarafindan inhibe edilir. Selliilar
respirasyonun genel bir inhibitorii olarak rol oynayarak, toksik aksiyonunu

gostermektedir.

Calismamizda siganlarda deneysel olarak olusturulan karaciger I/R hasarinda
bir antioksidan ajan olan rotenonun , I/R hasarim1 6nleyip Onleyemedigini ve
apopitozise etkisini gosterebilmek icin biyokimyasal olarak serumda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH)
ve dokuda  TNF-a ve MDA diizey Ol¢limlerini, histopatolojik olarak da
Hematoksilen-Eozin (H&E) ve TUNEL boyama yontemlerini kullandik.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.1.1. Iskemi

Dokularin normal homeostazi igin gerekli olan oksijenin taginmasindaki
yetersizlik iskemi olarak tanimlanir. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin
gerekli temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan ytiksek
enerjili fosfat baglar1 aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi
durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik
metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim
kinetigi degisir ve yliksek enerjili fosfat baglariin yapimi azalir. Bu durumda hiicre
kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (12—14).

Homeostaz i¢in gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP sentezinin
azalmasi (ya mitokondrial oksidatif fosforilizasyon ya da anaerobik glikoliz yolu ile )
intraselliiler metabolit birikmesine ve hiicre membraninda iyon dengesizligine yol
acar (14,15). Iskemik hasara kars1 gelisen erken fazdaki bu degisiklikler zedeleyici
ajan ortadan kaldirilmazsa irreversibl hiicre hasar1 meydana gelir (Sekil
2.1).Kalsiyum iyon dengesi bozulur, hiicre dis1 Ca++’ un plazma membranindan
iceriye akig1 artarak stoplazmada birikir. Bu olaylar sonucunda sirasiyla
mitokondriyal hasar,lizozomlarda sisme, endoplazmik retikulumun dilatasyonu,
enzim ve protein kaybihiicresel kompartmanlarin bozulmasi ve otoliz meydana gelir.
Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin kiimelenmesi ve

piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (16).
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Sekil 2.1. Iskemide erken fazdaki degisiklikler

2.1.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda kan akiminin normale donmesi ile enerji kaynaginin geri
gelmesi ve toksik metabolitlerin temizlenmesi gibi iki yararli sonug ortaya ¢ikar.
Bundan dolay1 reperflizyon iskemik hasarin iyilesmesi i¢in 6n kosuldur. Ancak
paradoks olarak iskemik dokunun reperfiizyonu daha fazla hasarla
sonuclanabilir(12,17). Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya dénmesi ile O2 kaynakli
serbest radikallerin I/R hasarinda énemli rol oynadigi birgcok calismada gosterilmistir
(18-20).

Dokuda her iskemi peryodu sonrasinda progresif —mikrovaskiiler
obstriiksiyondan dolay1 reperfiizyon siireci gelismeyebilir. No-reflow fenomeni
olarak adlandirilan bu siire¢ tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, mikrovaskiiler
yapinin bozulmasi (endotelde 6dem, trombosit agregasyonu, hizli miyosit 6demi

sonucu damarin kompresyonu) sorumlu tutulmaktadir (21). Reperfiizyon siireci



iskemik intervalin uzunlugu ile iliskili oldugu gosterilmistir, 1-3 saat iskemik kalan
kaslar reperfiize edilebilirken, 5 saat iskemiye maruz kalan olgularda %40-50
oraninda no-reflow fenomeni gelismistir (22).

Iskemiye bagli hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak
olmakla birlikte paradoksik olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve
metabolitler doku hasarmin artigina neden olur. Bircok c¢alismada, I/R hasarinin
iskemik hasara gore ¢ok daha fazla toksik tiriin olusturdugu gozlenmistir (23).

Iskemik dénemde olusan oksidatif fosforilasyon hasari, hem ATP depolarinda
hizli tikenme ve hipoksantin artisina, hem de azalmis ATP’ye bagh hiicre ici
kalsiyumda hizli artisa neden olur. Dolayisiyla, hiicre i¢i kalsiyumun artis hizi ve
miktar1, hasar1 etkileyen en 6nemli ve erken mekanizma olup, hiicre nekroz ve
apoptozuyla direkt ilgilidir (24,25). Artmis mitokondriyal kalsiyum, oksijenin suya
olan dordiincii seviyeden rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece rediiksiyon ve
radikal olusumuna neden olur (26). Ek olarak, iskemik dokuda ATP’yi daha fazla
azaltip hasar1 derinlestirir (27). Kalsiyumun hiicre i¢i birikimi reperfiizyon stiresince
artarak devam eder. Dolayisiyla doku iskemisi sonucu gelisen hiicre i¢i kalsiyum
artist ve ATP azalmasi birbirlerini indiikleyerek kisir bir dongiiye neden olur. Hiicre
ici kalsiyum birikiminin engellenmesi bu kisir dongiiyli kirarak kalsiyuma baglh
olusan hasarlar azaltir (28).

Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir
reaksiyon siirecini baglatir. Reperflizyon hasar1 SOR, endotelyal faktorler ve
notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. Hasar asil tetikleyen
olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir (29-32).

I/R’da doku hasarinin olusmasinda rol oynayan faktorler sunlardir;
I- Ksantin Oksidaz

II- Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) aktivasyonu

I11I- Endotelyal faktorler

1-Arasidonik asit metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGI2)

b)-Tromboksan A2 (TxA2)

c)-Lokotrien B4

2-Nitrik Oksit



3-Endotelin

IV- Komplemanlar

V- Sitokinler

VI- Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

2.2. Mitokondri ve ETS

Mitokondri, oksidatif fosforilasyon yoluyla hiicreye ATP saglar. Cift zar
yapisina sahip olup, i¢ zar elektron tasima zinciri 6gelerini icerir. Uzun siireli iskemi,
elektron tasima komplekslerinin tiim alt iinitelerinde fonksiyonel ve yapisal hasara
yol agmakla birlikte, iskemik hasara en hassas olan alt {iiniteler NADPH
dehidrogenaz ve ubiquinol cytochrome ¢ reductase sistemleridir. Doku
reperfiizyonuyla birlikte elektron tasiyici komplekslerde hasar artarak hiicre i¢i ve
disina elektron sizintis1 olusur. Mitokondri ayni zamanda hidrojen peroksit igin

onemli bir kaynak olusturur.

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi), i¢ mitokondriyal membrana
gomiilmiistiir. NADH baglayan yeri matriks tarafindadir ki burasi matrikste olusan
NADH ile etkilesebilir. Kompleks I, elektronlarin NADH’den ubikinona (UQ)
transferini katalize eder (Sekil 2.2).
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Sekil.2.2.Kompleks 1 (NADH dehidrojenaz kompleksi)

Elektron transport zincirine kompleks [ {izerinden giren NADH’deki
elektronlar, ubikinona (UQ, koenzim Q) aktarilirlar. Ubikinonun tamamen
indirgenmis formu olan UQH2, membranda kompleks I’den kompleks III’e diffiize
olur. Kompleks III’te de UQH2 okside form olan UQ formuna oksitlenecektir.
Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks III’e akisi, protonlarin mitokondriyal
matriksten membranlar arasi bosluga hareketiyle eslesmistir ki boylece bir proton
gradienti olusur, bu proton gradienti de mitokondriyal ATP sentezi i¢in dnemlidir.

Kompleks I, bir barbitiirat olan amytal (amobarbital), bir insektisit olan

rotenon ve bir antibiyotik olan piericidin A tarafindan inhibe edilir.

2.3. Apoptozis

Yasamakta olan hiicreler iki farkli mekanizma ile oliirler. Bu mekanizmalar



nekroz ve apoptozisdir. Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre
disindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik
hiicre oliimidiir. Apoptozis ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla {retilmis,
diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma igin giivenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
olimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir (33). Apoptozis ve nekrozun baglica 6zellikleri Tablo 2.1° de

gosterilmistir (34).

Tablo 2.1. Apoptozis ve nekrozun baslica 6zellikleri

OZELLIKLER NEKROZ APOPTOZIS

Toksinler, ciddi hipoksi, agir ATP tiiketimi olmaksizin

Uyaran yara ve ATP tiiketimi fizyolojik ve patolojik
kosullar
Enerji Enerji gereksinimi yok Enerji gereksinimi var,
gereksinimi ATP’ye bagh
Hiicresel sisme, organel Kromatin kondensasyonu,
Histoloji bozuklugu, doku parcalarinin apoptotik cisimcikler, izole
olimii tek hiicrenin 6limii

DNA kirik Diizensiz rastgele kirik seklinde | 185 baz ciftlik kiriklar
modeli seklinde “ip merdiven”

goriintiisiinde
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Tablo 2.1.(Devam)

Hiicrelerin fagositozu Fagositlerin gociiyle Komsu hiicrelerle
, Inflamasyon yok
Doku reaksiyonu Inflamasyon
Parcalanmis
Plazma zan Molekiiler

degisikliklerle  birlikte

parcalanmamig

Apoptozis rejenerasyon ve tamir olaylarinda, hiicresel homeostazin
saglanmasinda ve organ biiyiikliiklerinin korunmasinda onemlidir. Tablo 2.2° de
apoptozisin arttig1 ve azaldigr durumlarda olusan hastaliklar izlenmektedir (35).

Apoptozis hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baglatilan ve birbirini
takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Hiicre i¢inden veya disindan gelen
sinyaller, kaspazlar1 aktive eder. Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak,
hiicre ici degisikliklere neden olur. Sonucgta ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin olusmasiyla hiicre parcalanarak apopitotik cisimlere ayrilir.

Apopitotik cisimler fagositoz yoluyla yok edilirler (33).

Tablo 2.2. Hastaliklarda apoptozisin rolii

Apoptozisin artmasiyla ilgili | Apoptozisin azalmasiyla ilgili
hastahiklar hastahiklar
1.Norodejenaratif bozukluklar 1. Kanser
Alzheimer hastaligi Blastom
Amyotrofik lateral skleroz Karsinom
Creutzfeld-Jakob hastalig1 Losemi
Huntington hastaligi Lenfoma
Parkinson hastaligi Malign gliom
Retinitis pigmentosa Sarkom
Spinal muskular atrofi Seminom




Tablo 2.2.(Devam)
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2. Hematolojik bozukluklar
Aplastik anemi
Fanconi anemisi
Hodgkin hastalig1
Myelodisplastik

sendromlar,Polycythemia vera

2. Premalign hastahklar
Ataxia telangiectasia
Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myelodisplastik sendromlar

Xeroderma pigmentosum

3. Otoimmiin bozukluklar
Fulminant hepatit
Graft-versus-host hastaligi
Hashimoto tiroiditis
Insiiline bagimli diyabet

Multipli skleroz,Romatoid artrit

3. Otoimmiin bozukluklar
Otoimmiin lemfoproliferatif sendrom
(tip Ive IT)

Sistemik lupus erythematosus

4.Iskemik yaralanma
Iskemi ve reperfiizyon
Bobrek enfarktiisii

Miyokardial enfarktiis,Inme

4. Ateroskleroz

5. Toksinlere bagh hastalhiklar
Alkole bagli hepatit

Pulmonar fibrozis,Sepsis

5. Metabolik bozukluklar
Niemann-Pick hastalig1

OsteoporozisWilson hastaligi

6. Bakteriyal ve viral enfeksiyon
Kazanilmis immiin yetersizlik
sendromu (AIDS)
Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori

Neisseria meningitis

Salmonella ,Shigella flexneri

6. Viral enfeksiyonlar
Adenoviruses
Baculoviruses

Epstein-Barr Virus
Herpesviruses

Poxviruses
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Apoptozisin Onemi

Insan viicudunda her saniyede 100 000 hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hiicre apoptozis ile oliir (36). Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir
siirectir. Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve erigkin dokunun
gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apoptozis, hiicrenin yasam ¢emberi
boyunca yapim, yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden
devamli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklagik 5x10'" kan hiicresi
apoptozis yolu ile yok edilmektedir (37). Barsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yliziindeki hiicrelerin dldiiriilerek
uzaklastirilmas: apoptozise Ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya
organizma igin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin
virlisle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu
ile ortadan kaldirilir (37,38). Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarlt hiicrelerin apoptozis yolu ile
Oldiirtilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir (39). Apoptozis, doku gelisimi esnasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de rol alir. Ornegin bdcek ve amfibilerin
metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek
de memelilerde sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmis hiicre dliimiidiir.
Fazla sayida tiretilen ndronlarin %50’den fazlas1 programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
ortadan kaldirilir. Ayrica akut hiicre hasar1 durumunda da apoptozis rol almaktadir

(37).

Apoptoziste Hiicre Morfolojisi

Apoptozis, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine, daginik
olarak tek tek hiicrelerde ortaya g¢ikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.
Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha diffiiz
goriinimdedir. Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriinim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 06zgiil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp. (baz ¢ifti) biiyiikliiglinde parcalara
ayrilmasidir. Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’’ olarak isimlendirilen

merdiven seklinde bir gériinim olusur (40). Normalde bir hiicrede birbirini takip
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eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300 000 kirilma meydana gelir ve
hiicre onarimi yapilamaz. Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlegsme
bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde
bliziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’iinii kaybederler. Bu goriiniim,
muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda
aktivasyonun bozulmasina baglidir. Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde
edilen kesitler 151k mikroskopunda incelendiginde, hiicreler, etrafinda acgik bir halo
ile goriilmektedir Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve
hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
pargalanir. Hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (41).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir.  Apoptotik  hiicrelerin  taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir (42).

Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, Ultraviole 151k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu
olusan istenmeyen bir siirectir. Hiicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu
sonucu hiicre igerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de

etkilenir (43).

Apoptozis ve Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-0):

TNF-0, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktani bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immiin
kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salinimimi uyarmaktadir. TNF-a, endotel
aktivasyonuna yol agarak, nitrik oksit (NO) salinimint ve inflamasyonu koriikler,
prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve
16kositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salinimina yol agar (44).

TNF-a ayrica, apoptozisin ekstrensek yolaginda, o6zellikle kaspaz-3
aktivasyonunda 6nemli rol oynadigi gibi, intrensek apoptozis yolaginda da baslangic

kaspazlarii aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu gozlenmistir. Proapoptotik bir
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sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri, antiapoptotik etkinlik

gostermektedirler (45).

Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 0zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn: aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslandi. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulundu. Boylece kaspaz aktivasyonlarmin belirlenmesine yonelik metodlarla
saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik
gelistirilen tiim metodlar1 2000'li yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal
hiicrelerde olmak {izere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in
kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler Tablo

2.3’ de gosterilmistir (46).

Tablo 2.3. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

o Isik mikroskobu: H&E, Giemsa
Morfolojik goriintiileme yontemleri e Floresan mikroskobu
e Elektron mikroskobu

e Faz kontrast mikroskobu
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Tablo 2.3.(Devam)
e Agaroz Jel Elektroforezi
Biyokimyasal yontemler e "Western" Blotting
e "Flow" Sitometri
Immiinolojik yéntemler e ELISA
e Flourimetrik Yontem
Molekiiler biyoloji yontemleri e DNA Microarrays
2.4.Rotenon:

Bitkisel kokenli insektisid olarak kullanilan rotenon boceklerde hem kontakt
hemde mide zehiri olarak etki gostermektedir. Hemen 6ldiirmese bile bocegin agiz
kaslarmi felg ederek beslenmeyi durdurmaktadir. Oliimiin olusmasi ise daha yavas
bir seyir gostermekte ve cogunlukla solunum metabolizmasinda elektron tagima
zincirinin engellenmesi seklinde olugmaktadir.

Mitokondride elektron transport zincirinde rol oynayan ilk enzim kompleks I
enzimidir. Bu enzim mitokondride reaktif oksijen {iriinlerinin olusmasinda énemli bir
fonksiyona sahiptir. Kompleks I’de olusan NAD’dan FMN’ye iki elektron transferi
reaksiyonunu katalizler. Kompleks I elektron transfer enerjisi tarafindan yonetilen bir
proton pompasi gibi calisir. Bu ilk basamagin inhibe olmasi elektron transport
sisteminin fonksiyonlarinin aksamasina yol agar. Mitokondrial elektron transport
inhibitdrii olan rotenon, bir antibiyotik olan antimisin-A, barbitiiratlardan amital ve
siyanid gibi oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek antioksidatif savunma
mekanizmasinda rol alir (47).

Rotenon antioksidan olarak ¢esitli organ hasarlarinda kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda intestinal mukozada (48), hepatositlerde (49) ve kardiyomiyosit

hiicrelerinde (50) oksidatif hasar1 azalttig1 belirtilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
T.I.C.A.M. (Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi) laboratuarinda 13.05.2009 tarihli
109-19 sayili etik kurul karariyla yapilda.

Calismada TICAM’dan temin edilen 5-6 aylik, agirliklari 250-300 gr.
arasinda degisen her iki cinse ait Spraque-Dawley tirii sicanlar kullanilmstir.
Sicanlar standart sanayi yemi ve musluk suyu ile beslenmistir. Calisma 3 gruptan
olugsmustur ve her bir grupta 10 adet sican olacak sekilde toplam 30 adet sican
kullantlmistir.

Grup I. Kontrol Grubu (n=10)
Grup II. iskemi-Reperfiizyon Grubu (n=10)
Grup I1I. iskemi-Reperfiizyon + Rotenon Grubu (n=10)

Sicanlar yeni ortam ve kosullarina uyum saglamalar1 igin kafeslere
yerlestirildikten bir hafta sonra deneye baslanmaistir.

Tim ratlara 8 saatlik aglik sonrasinda, subkutan (sc) olarak 50 mg/kg
Sodyum Pentotal anestezisi verildi. Anestezinin ardindan ratlar supin pozisyonda
yatirilarak %10’luk povidon iodin ile bolge temizligi ve median laparatomi kesisi
yapildi.

l1.gruptaki siganlarin  kontrol amaciyla orta ve sol lobu besleyen hepatik
arterler, portal ven ve safra yolu eksplore edilip, baska bir islem yapilmadan 90
dakika sonra intrakardiyak girisimle yaklasik 2 ml kan Ornegi alindi, ardindan
ratlarin karacigerlerinden doku 6rnegi alinarak si¢anlar dekapite edildi.

2.gruptaki  (iskemi-reperflizyon grubu) sicanlarin; vaskiiler klemple

karacigerin orta ve sol lobunu besleyen hepatik arterleri, portal ven ve safra yolu
klempe edilerek 45 dakika iskemi gergeklestirildi. Reperfiizyon’dan 45 dakika
sonra intrakardiyak girisimle yaklasik 2 ml kan o6rnegi alindi, ardindan ratlarin
karacigerlerinden doku 6rnegi alinarak siganlar dekapite edildi.

3.gruptaki (iskemi-reperfiizyon + rotenon grubu) sicanlara iskemiden 2 saat
once  rotenon (1,5mg/kg; Sigma R-8875, Chemical Co. St. Louis, MO, USA.)
intraperitoneal  olarak verildi. 45 dakika reperfiizyon sonrasinda 2cc kan ve

karacigerden doku 6rnegi alindi.
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Cikarilan karaciger dokusunun bir kismi soguk %0,09 NaCl ile yikanip
aliminyum folyo igine sarilarak -80 C° ’de muhafaza edildi. Dondurulan &rnekler
oda 1s1sinda ¢oziildiikten sonra doku MDA ve TNF-a diizeyleri saptandi. Alinan kan
ornegi 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra ayrilan plazma -80 C° *de
muhafaza edildi. Dondurulan serum o6rnekleri oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra serum
AST, ALT, LDH ve MDA diizeyleri dl¢tildii.

Calismanin ~ biyokimyasal  degerlenirilmesinde;  doku  orneklerinin
homojenizasyonu 1/10 oraninda 0.1 M, fosfat tamponu (pH: 7,4) ile IKA T18 Basic
marka (Wilmington NC, USA) homojenizator ile yapildi. Homojenatlar 8000 rpm,
+4 °C de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar niimune olarak kullanildu.

Dokuda TNF-a, Biosource firmasina ait ELISA kitleri kullanilarak olgiildii.
Doku ve serum MDA diizeyleri ise Agilent 1100 Series marka HPLC sisteminde
Chromsystems Diagnostics (Munich, Germany) firmasina ait kolon ve kitler
kullanilarak olgiildii. Tiim doku Orneklerinde sonuglar gram doku proteini basina
verilmistir. Doku proteinleri Fluka marka kit ile spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir.

Serum ALT, AST ve LDH diizeyleri Hithachi Modular P Otoanalizoriinde
Roche Diagnostic Firmasina ait kitler ile ¢aligildi.

Calismanin histopatolojik degerlendirilmesinde; incelenecek olan karaciger
dokulari, notral formalinde 24 saat fikse edildikten sonra, doku takip cihazi ile rutin
histolojik takipleri yapildi. Parafin bloklar1 hazirlanan dokularin her birinden 4 um
kalinligindaki seri kesitler, poly-L-lysin kapli lamlara alindi. Parafin bloklardan elde
edilen kesitlere iki degisik histolojik boyama yontemi uygulandi.

Karacigerlerin genel yap1 6zelliklerini ortaya koymak i¢in Hematoksilen-
Eozin (H&E) boyama  yontemi  kullamildi.  Karacigerin  histolojik
degerlendirilmesinde skorlama kullanildi. Bu skorlamada hepatik hasar; (-): yok, (+):
hafif, (++): orta ve (+++): siddetli olarak degerlendirildi. Hepatik hasarin
incelenmesinde; vena centralis, portal alan ve sinuzoidlerdeki konjesyon,
hepatositlerdeki balonlasma dejenerasyonu ve yeri, parenkimdeki fokal nekrozun
varligi, PMNL ve MNL infiltrasyonu, hepatosit niikleuslarinda karyoliz, piknoz
varligi, interselliiler simir kaybi ve hepatik kordlardaki bozulma skorlanarak

degerlendirildi.



18

Apoptozis gosteren hiicreleri belirlemeye yonelik TUNEL boyamasi
yapildi.Kesitler DP70 dijital kamera ekli Olympus marka fotomikroskop ile
goriintiilendi. Her bir sicana ait rasgele secilmis 25 parafin kesitte X40 objektif ile 50
alanda, okiiler mikrometresi yardimiyla, kahverengi boyanmis apoptotik hiicreler
sayildi. Her bir si¢cana ve daha sonra da her bir grupa ait apoptotik indeks asagidaki
formiile gore hesaplandi:

Apoptotik Indeks (AI)=Apoptotik Hiicre Say1s1/50

Daha sonra elde edilen bulgular, istatistiksel olarak karsilastirildi.

Istatiksel degerlendirme Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal1 tarafindan yapildi. Istatistiksel degerlendirmede SPSS
13,0 (Statistical Package for Social Sciences) paket programi kullanildi.

Karaciger orneklerinde olgiillen serum ALT, AST, LDH ve MDA
diizeylerinin ve doku MDA ve TNF-a diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik
TUKEY HSD c¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi. Elde edilen veriler
ortalama ve standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel yonden p < 0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi.

Histopatolojik inceleme sonucunda her sicanin karaciger spesmenlerinde
apoptozis gosteren hiicreler sayilarak tek yonlii varyans analizine (ANOVA) tabi
tutuldu. Gruplar arasindaki istatiksel anlamliik TUKEY HSD c¢oklu karsilastirma
testi ile degerlendirildi.

Elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel

yonden p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Serum AST, ALT, LDH ve MDA Diizeyleri
Kontrol grubunun, iskemi-reperfiizyon ile karaciger hasar1 olusturulan
grubun ve iskemi-reperfiizyon oncesi rotenon uygulanan grubun serum AST, ALT,

LDH ve MDA degerleri Tablo-4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Gruplara gore serum AST, ALT,LDH VE MDA degerleri

GRUP 1 SICAN | ALT(U/L) | AST(U/L) | LDH(U/L) | MDA(nmol/ml)
NO

(KONTROL) | 1 53 41 347 1,5
2 61 72 335 1
3 56 91 391 1,9
4 75 174 648 0,7
5 38 199 1933 1,3
6 54 84 418 2,2
7 55 67 226 13
8 65 51 442 1,7
9 56 79 480 1
10 75 101 491 1,1




Tablo 4.1.(Devam)
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GRUP2 |SICAN |ALT(U/L) | AST(U/L) |LDH(U/L) | MDA(nmol/ml)
NO
1 483 1170 2619 2
2 125 332 2497 1,4
3 186 186 4424 2,1
4 117 401 4183 1,7
5 113 402 2672 1,9
6 328 740 2875 3
7 479 1188 3207 2,1
8 168 1403 5261 1,8
9 196 1765 3204 1,6
10 121 307 2741 2,3

GRUP3 |SICAN |ALT(U/L) |AST(U/L) |LDH MDA (nmol/ml)
NO (U/L)
1 56 130 1925 0,5
2 106 334 2394 0,7
3 81 182 1749 1,1
4 99 206 3719 0,6
5 79 157 1151 0,8
6 110 418 1981 1,6
7 119 323 2820 1,2
8 160 365 1838 0,9
9 117 271 2103 1
10 99 218 1573 0,5

Kontrol grubunun, I/R ile karaciger hasar1 olusturulan grubun ve iskemi-

reperfiizyon Oncesi rotenon uygulanan grubun serum ALT, AST, LDH ve MDA

ortalama degerleri Tablo 4.2°de gosterilmektedir.




Tablo 4.2. Gruplara gore serum ALT, AST, LDH ve MDA ortalama degerleri
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ALT AST LDH MDA
SERUM (U/L) (U/L) (U/L) (nmol/ml)

Kontrol 58,8 959 571,1 1,37
(n=10)

I/R 231,6 753,4 3368,3 1,99
(n=10)

I/R+Rotenon 102,6 2604 2125,3 0,88
(n=10)

Rotenonun serum ALT diizeyi lizerine etkisi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

Serum ALT (U/L)

Kontrol

I/R

I/R+Rotenon

Sekil 4.1. Rotenonun serum ALT diizeyi lizerine etkisi ; *p< 0,05;

I/R+Rotenon grubu, I/R grubundan anlamli diizeyde farklidir. ***p<0,001; I/R grubu

kontrol grubundan anlaml diizeyde farklhidir.

Kontrol grubunda serum ALT diizeyi 58,8 (U/L) iken, I/R grubunda

yiikselerek 231,6 (U/L)’ye ¢ikti. Rotenon verilen grupta ise 102,6 (U/L)’ye kadar
diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber, I/R grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diistik (p<0,001) saptandi.
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Rotenonun serum AST diizeyi iizerine etkisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

800
700+
6001
500
400
300
200+
100

Serum AST (U/L)

Kontrol IIR I/R+Rotenon

Sekil 4.2. Rotenonun serum AST diizeyi lizerine etkisi; *p< 0,05; I/R+Rotenon
grubu, I/R grubundan anlamli diizeyde farklidir. ***p<0,001; I/R grubu

kontrol grubundan anlaml diizeyde farkhidir.

Kontrol grubunda serum AST diizeyi 95,9(U/L) iken, I/R grubunda
yukselerek 753,4 (U/L) ‘ye ¢ikti. Rotenon verilen grupta ise 260,4 (U/L)’ye kadar
diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber, I/R grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diisiik (p<0,001) saptandi.



Rotenonun serum LDH diizeyi {izerine etkisi Sekil 4.3 *te gosterilmistir.
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Serum LDH (U/L)

Kontrol IR I/R+Rotenon

Sekil 4.3. Rotenonun serum LDH diizeyi iizerine etkisi; ***p<0,001; I/R grubu,

kontrol ve I/R+Rotenon grubundan anlamli diizeyde farklidir.
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Rotenonun serum MDA diizeyi lizerine etkisi Sekil 4.4 ’te gosterilmistir.

Serum MDA(nmol/L)

Kontrol IIR I/R+Rotenon

Sekil 4.4. Rotenonun serum MDA diizeyi iizerine etkisi; ***p<0,001; I/R grubu,

kontrol ve I/R+Rotenon grubundan anlamh diizeyde farklidir.

Kontrol grubunda serum LDH diizeyi 571,1 (U/L) iken, I/R grubunda
yiikselerek 3368,3 (U/L)’ye ¢ikti. Rotenon verilen grupta ise 2125,3 (U/L)’ye kadar
diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber, I/R grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diistik (p<0,001) saptandi.

Kontrol grubunda serum MDA diizeyi 1,37 (nmol/L) iken, I/R grubunda
yiikselerek 1,99 (nmol/L)’ye ¢ikti. Rotenon verilen grupta ise 0,88 (U/L)’ye kadar
diistii ve bu sonug; kontrol grubu ve I/R grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

acidan anlamli olarak diisiik (p<0,001) saptanda.

Doku MDA ve TNF-a Diizeyleri
Kontrol, I/R ve I/R+ Rotenon gruplarinin doku MDA degerleri Tablo 4.3’de

gosterilmektedir.



Tablo 4.3. Gruplara gore doku MDA degerleri

25

SICAN NO GRUPI1 GRUP 2 GRUP 3
1 1,63 6,88 3,24
2 1,10 2,5 1,8
3 2,1 5,00 2,43
4 2,60 6,50 5,00
5 1,5 6,58 3,1
6 4,8 7,2 4,3
7 4,6 7,6 3,3
8 4,03 6,3 1,95
9 2,3 5,1 3.8
10 1,8 3,9 1,2

MDA
DOKU (nmol/ml)
Kontrol 2,64
(n=10)
I/R 5,75
(n=10)
I/R+Rotenon 3,01

(n=10)

Tablo 4.4. Gruplara gore doku MDA ortalama degerleri
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Rotenonun doku MDA diizeyi tizerine etkisi Sekil 4.5’ de gosterilmistir.

Doku MDA (nmol/L)

Kontrol

IIR I/R+Rotenon

Sekil 4.5. Rotenonun doku MDA diizeyi lizerine etkisi; ***p<0,001; I/R grubu,

kontrol ve I/R+Rotenon grubundan anlamh diizeyde farklidir.

Kontrol, I/R ve I/R+ Rotenon gruplarimin doku TNF-a degerleri Tablo 4.5°de

gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Gruplara gore doku TNF-a degerleri

SICAN NO GRUPI GRUP 2 GRUP 3
1 1 21 4
2 7 24 14
3 10 50 7
4 12 32 9
5 8 47 6
6 11 58 55




Tablo 4.5.(Devam)
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SICAN NO GRUPI GRUP 2 GRUP 3
7 9 32 25
8 7 30 11
9 4 55 17
10 15 49 39

Tablo 4.6. Gruplara gore doku TNF-a ortalama degerleri

TNF
DOKU (pg/ml)
Kontrol 8,4
(n=10)
/R 39,8
(n=10)
I/R+Rotenon 18,7

(n=10)
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Rotenonun doku TNF-o diizeyi lizerine etkisi Sekil 4.6 *da gosterilmistir.

Doku TNF

Kontrol IIR I/R+Rotenon

Sekil 4.6. Rotenonun doku TNF-a diizeyi iizerine etkisi; ***p<0,001; I/R grubu,

kontrol ve I/R+Rotenon grubundan anlamh diizeyde farklidir.

Kontrol grubunda doku MDA diizeyi 2,64(U/L) iken, I/R grubunda
yukselerek 5,75 (U/L)’ye ¢ikti. Rotenon verilen grupta ise 3,01 (U/L)’ye kadar diistii
ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiliksek olmakla beraber, I/R grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diisiik (p<<0,001) saptandi.

Kontrol grubunda doku TNF-a diizeyi 8,4 (pg/ml) iken, I/R grubunda
ylukselerek 39,8 (pg/ml) ’ye cikti. Rotenon verilen grupta ise 18,7 (pg/ml)’ ye kadar
diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber, I/R grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak (p<0,01) daha diisiik saptandi.

4.2. Histopatolojik Bulgular
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Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama Bulgular

Kontrol grubunda konjesyon gozlenmedi. Hepatositlerde balonlasma
dejenerasyonu ve fokal nekroz alanlari goriilmemistir. PMNL ve MNL
infiltrasyonlar1 goriilmemistir. Hiicre niikleuslarinda karyoliz ve piknoz, interselliiler

siir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma goriilmemistir (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7: Kontrol grubunda karaciger dokusunun H-E ile boyanmas1 (x400); normal

karaciger histolojisi goriilmektedir.

I/R grubundaki incelemede konjesyonun sentral vende orta diizeyde, portal
alan ve sinuzoidlerde siddetli oldugunu ve kontrol grubuna gore arttifim1 gozledik.
Hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu makrovezikiiler olup; sentrilobiiler alanda
(Zon-3’te) siddetli, midzonal alanda (Zon-2’de) orta diizeyde idi. Parankimde fokal

nekroz alanlarina rastlanmadi (Sekil 4.8, 4.9).
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Sekil 4.8. I/R grubuna ait balonlagma dejenerasyonu. H-E. Bar 200 pm.

Sekil 4.9. I/R grubuna ait balonlagma dejenerasyonu. H-E. Bar 100 pm.

PMNL infiltrasyonu hafif, MNL infiltrasyonu sentral vende hafif, portal
alanda siddetli, sinizoidlerde orta diizeydeydi. Hiicrelerde karyoliz ve piknoz orta
diizeyde, interselliiler sinir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma siddetliydi.

I/R + Rotenon grubunda balonlasma dejenerasyonu Sekil 4.10 ve 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. I/R+ Rotenon grubunda balonlasma dejenerasyonu, konjesyon ve MNL
infiltrasyonu. H-E. Bar 100 pm.

Sekil 4.11. I/R+ Rotenon grubunda balonlasma dejenerasyonu. H-E. Bar 100 pm.

Rotenon verilen grupta ise sentral vende ve sinuzoidlerde orta, portal alanda
siddetli diizeyde konjesyon goriildii. Hepatositlerdeki balonlagsma dejenerasyonu

mikrovezikiiler, az miktarda makrovezikiiler olup; sentrilobiiler alanda (Zon-3’te)
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orta diizeyde idi. Fokal nekroz alanlar1 goriilmedi. PMNL infiltrasyonu goriilmezken,
MNL infiltrasyonu sentral vende hafif, portal alan ve sinuzoidlerde orta diizeyde
goriilmiistiir. Hiicre niikleuslarindaki karyoliz ve piknoz hafif diizeyde idi.
Interselliiler sinir kaybi hafif ve hepatik kordlardaki bozulma orta olarak skorlandi.
Tim gruplar karsilastirildiginda; parenkimde fokal nekroz alanlari higbir
grupta gézlenmedi. Sentral ven ve portal alandaki konjesyon agisindan I/R grubu ve
rotenon verilen grup arasinda bir fark gozlenmezken, rotenon verilen grupta
sinlizoidal konjesyonda I/R grubundakine gore bir azalma gézlenmistir. MNL
infiltrasyonu agisindan sentral ven ve sinuzoidlerde bir farklilik goézlenmezken,
portal alandaki MNL infiltrasyonunda rotenon verilen grupta, I/R grubuna gore bir

azalma gozlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Gruplarda H&E Incelemelerinin Karsilastirilmasi —I

Konjesyon PMNL MNL Fokal
GRUPLAR [CV | PA | SIN [CV |PA |SIN [CV | PA | SIN | Nekroz
Kontrol _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
I/R ++ |+ | A |+ |+ + + |+ _
I/R+Rotenon | ++ | +++ | ++ + | 4+ | ++

Yine tiim gruplar karsilastirildiginda; balonlagma dejenerasyonunda rotenon
verilen grupta, I/R grubuna gore bir azalma goézlenmis olup, sadece sentrilobiiler
zonda (Zon-3) balonlasma dejenerasyonuna rastlanmistir. PMNL infiltrasyonunda
rotenon verilen grupta, I/R grubuna gore bir azalma gozlenmistir. I/R grubundaki
balon dejenereasyonu makrovezikiiler, rotenon verilen gruptaki balon dejenerasyonu
ise mikrovezikiiler, az miktarda makrovrezikiiler idi. Karyoliz ve piknoz,
interselliiler sinir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma acisindan rotenon verilen
grupta, I/R grubuna gore bir azalma goézlenmistir (Tablo 4.8). Bu gozlemler 1s181inda

rotenonun varliginda skorlarin azalmaya yonelik oldugu gozlemlenmistir.



Tablo 4.8. Gruplarda H&E Incelemelerinin Karsilastirilmasi -11
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Balon Interselliiler Hepatik
Dejenerasyonu Karyoliz, Sinir Kord
GRUPLAR
Ve Yeri Piknoz Kaybi Bozuklugu
Kontrol _ _ _ _
+++ Z3,SL
/R ++ +++ ++
++ Z2.MZ
I/R+Rotenon ++ Z3,SL + + ++
TUNEL Boyama Bulgular:

Isik mikroskobu ile her bir hayvana ait rastgele sec¢ilmis 25 parafin kesitte

x40 objektif ile 50 alanda okiiler mikrometresi yardimiyla kahverengi boyanmis

apoptotik hiicreler ve boyanmamis hiicreler sayilmistir. Gruplarda TUNEL boyama

ile boyanan apoptotik hiicreler asagidaki sekillerde gosterilmistir. (Sekil 4.12-4.16).

Sekil 4.12. Kontrol grubunda apoptotik bir hiicrenin goriintimii. TUNEL. Bar 50 pm.



Sekil 4.13. I/R grubunda apoptotik hiicreler I. TUNEL. Bar 500 um.

Sekil 4.14. I/R grubunda apoptotik hiicreler II. TUNEL. Bar 50 pm.
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Sekil 4.15. I/R+Rotenon grubunda apoptotik hiicreler . TUNEL. Bar 200 pm.
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Sekil 4.16. I/R+Rotenon grubunda apoptotik hiicreler II. TUNEL. Bar 50 pm.

Ardindan her bir sigana ve daha sonra da her bir grupa ait apoptotik indeks;
Apoptotik Hiicre Sayist / 50 olarak hesaplanmis ve bulgular Tablo 4.9 ‘de

gosterilmistir.



Tablo 4.9. Gruplarin Apoptotik Hiicre Sayis1 ve Apoptotik Indeks.
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Sica
Toplam Apoptotik . Grubun Ortalama
n Apoptotik Indeks (AI) .
N Hiicre Sayisi Apoptotik Indeksi
o.
1 33 0.66
2 28 0.56
3 41 0.82
4 50 1
S
E 5 45 0.9
z 6 30 0.6
o
M 7 22 0.44 0.66
8 25 0.5
9 27 0.54
10 29 0.58
1 231 4.62
2 680 13.6
3 450 9.00
4 309 6.18
5 298 5.96
&
= 6 216 4.32
7 351 7.02 6.83
8 292 5.84
9 309 6.18
10 279 5.58
1 121 242
2 157 3.14
3 79 1.58
4 83 1.66
H 5 87 1.74
g
2 6 91 1.82
&
7 101 2.02 2.01
8 92 1.84
9 85 1.7
10 110 2.2
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Elde edilen bulgulara gore; I/R grubunda apoptotik indeks olduk¢a belirgin
bir diizeyde gdzlenmistir. Buna karsilik; I/R+Rotenon grubunun apoptotik indeksinin

azaldig1 ve kontrol grubunun apoptotik indeks degerine yaklastigi gozlenmistir
(Tablo 4.9).
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S.TARTISMA

Bir¢ok arastirmaci tarafindan, hem karaciger hasarindaki mekanizmalari
ortaya koymaya yonelik hem de bu mekanizmalar1 6nlemeye yonelik klinik ve
deneysel calismalar yapilmaktadir.

Fizyolojik ya da bir¢ok stres ve hasar tarafindan baslatilan programli hiicre
Oliimii siireci olan apoptozisin, bir¢ok sistemde uygun fonksiyon ve homeostazin
devami i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (8). Apoptozis ile diger dokularda oldugu
gibi karacigerde de hasar gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, ¢evreye
zarar vermeksizin ortadan kaldirilir. Apoptozisin klasik tanimlamasi otonomik ve
programli hiicre intihar1 olarak ifade edilebilir. Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicresel
seviyede olusan ¢esitli sinyaller yoluyla tetiklenebilir (51). Apoptozis biiylime faktor
ya da hormon eksikligi, viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, ekzotoksinler,
onkogenler, kemoterapdtikler, radyasyon gibi bazi faktorler ile de baslatilabilir (52).

Deneysel karaciger hasar1 olusturabilmek i¢in giiniimiize kadar birgcok model
tizerinde caligmalar yapilmistir. Bu modellerden birisi olan iskemi-reperfiizyon ile
deneysel olarak karaciger hasari olusturulmasi da yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (1, 53-56).

Dokuda kanlanmanin kesilmesine iskemi denir. Hiicre Olimii ve organ
yetmezligi ile birlikte olan iskemi genellikle dokunun oksijen ve diger metabolitlere
olan ihtiyacinin dolagim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik iirlinlerin yine
dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi sonucu olusur. Sonugta akut hiicresel sisme,
intertisyel 6dem ve hiicresel disfonksiyon meydana gelir. Tekrar dokunun
kanlanmasi1 saglanamazsa sonunda hiicresel 6liim gerceklesir. Kan akiminin yeniden
saglanmas1 yani reperfiizyon, iskemik dokunun iyilesebilmesi i¢in 6n kosuldur.
Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi
fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken bir taraftan da hiicre kayb1 devam ederek
daha ileri hasarlara neden olmaktadir. Bu durum I/R hasar1 olarak adlandirilan
onemli bir klinik olaydir (12,17). I/R hasarinin yaygin bir nekroz araciligiyla
olustugu disiiniiliir. Bu olayin mekanizmasi heniiz tam aydinlatilamamis olmakla
beraber arterlerin tikanmasi ve reperflizyonu sonucunda hasar mekanizmasinda rol

oynayan lokal ve sistemik kaynakli serbest oksijen radikalleri, NO, transkripsiyon
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faktorleri, serotonin ve pankreatik proteazlar gibi sitotoksik metabolitler salinir ve
noétrofil ile endotel hiicreler arasindaki etkilesim artar (1).

I/R’a bagli doku hasarini baslatan en dnemli faktor SOR’dir. Aerobik canlilar
metabolizmalari sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese maruz kalirlar. Dokularin
tiikettigi oksijenin biiyiik bir kismi (%95) aerobik metabolizma i¢in kullanilirken,
%»5'inin SOR'ne ¢evrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden liretilen en 6nemli reaktif
tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali
(OH"), peroksinitrit anyonu (ONOO ) vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA
yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve
nekrozla sonuglanan hiicre 6limii meydana getirmektedirler (57). Oksijen hiicre
fonksiyonlar1 i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Oksijen yoklugu, anaerobik metabolizma
ve lokal laktik asit konsantrasyonunun artisina neden olur. Meydana gelen asidoz,
normal enzim kinetiklerini degistirerek daha az sayida yiiksek enerjili fosfat bagi
olusumuna neden olur ve sonugta hiicre homoeostazini devam ettirebilmek igin
gerekli olan enerjiden yoksun kalir (58). Dokular hipoksiye farkli siirelerde
dayaniklik gosterirler. Cizgili kaslar saatler siiren iskemiden etkilenmezken, noronal
hasar iskemi olusumundan sadece dakikalar sonra meydana gelmektedir (53). Onceki
yapilan ¢aligmalar incelendiginde iskemi ve reperfiizyon siireleri farklilik
gostermektedir. Korosec ve Jezernik farkli iskemi siirelerini uygulayarak rat
karacigerinde meydana gelen erken selliller ve ultrastriktiirel degisiklikleri
arastirdiklar1 bir ¢alismada, 30 dk iskemi sonucu parankimde sadece hiicrelerde tek
tek ayrilma, 120 dk iskemi sonrasi ise dokuda irreversibl degisiklikler meydana
geldigini  bildirmislerdir. 40 dk iskemi ve sonrasinda 60 dk reperfiizyon
uygulandiginda ise parankimde hasarin daha belirgin oldugunu ve bu hasarin da
reperfiizyon uygulanan gruplarda daha fazla oldugunu saptamiglardir. Ayrica 1 saat
iskemi uygulanmasinin karaciger hiicrelerinin ATP igeriginde %80 azalmaya neden
oldugunu belirtmislerdir (54).

Karaciger  iskemisi  reperflizon  hasar1  karaciger  cerrahisi  ve
transplantasyonunun en bilindik komplikasyonlarindandir. Karaciger iskemisinde
sekel olusmasi riskini tanimlanmasi ve azaltilmasit i¢in yeni c¢aligmalar
yapilmaktadir. Saidi ve arkadaslariin yaptigi calismada ; ratlarin karacigerine 75

dakikalik  iskemi ve sonrasinda 3 saatlik reperfiizyon uygulanmistir.iskemi
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olusturmadan oOnce farelere intravendz metilprednizolon veya normal salin
verilmistir. Hasar belirlenmesinde serumda AST, IL6 ve hitopatolojik olarak
hemotoksilen-eozin boyalari kullanilmigtir .Sonu¢ olarak; metilprednizolon
uygulanmasinin normal steatotik olmayan karacigerlerde erken iskemik durumlarda
etkili oldugu, ayrica inflamatuar cevab1 karacigerde azalttig1 saptanmistir(55).

Bizde bu bilgiler 15183inda hazirladigimiz deneysel modelde,  iskemi-
reperfiizyon olusturulan karacigerde rotenonun inflamasyona ve apopitozise etkisini
arastirdik.

Rotenon mitokondrial elektron taginma zinciri komplex 1’1 inhibe eden bir
insektisittir.  Kompleks I enzimi mitokondride elektron transport zincirinde rol
oynayan ilk enzimdir ve mitokondride reaktif oksijen {riinlerinin olusmasinda
onemli bir kaynaktir. Mitokondrial elektron transport inhibitérii olan rotenon,
antioksidatif savunma mekanizmasinda rol alir(11). Elektron transport zincirine
kompleks I {izerinden giren NADH’deki elektronlar, ubikinona (UQ, koenzim Q)

aktarilirlar. Ubikinonun tamamen indirgenmis formu olan UQH,, membranda
kompleks I’den kompleks III’e diffiize olur; kompleks II’te de UQH,, okside form

olan UQ formuna oksitlenir. Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks III’e akisi,
protonlarin mitokondriyal matriksten membranlar arast bosluga hareketiyle
eslesmistir ki bdylece bir proton gradienti olusur; bu proton gradienti de
mitokondriyal ATP sentezi i¢in 6nemlidir. Kompleks I bir insektisit olan rotenone
tarafindan inhibe edilir. Selliilar respirasyonun genel bir inhibitorii olarak rol

oynayarak, toksik aksiyonunu gostermektedir.(11).

Ichikawa ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada; mitokondriyal elektron
transport inhibitorii olan rotenonun antioksidatif defansimin rat bagirsak iskemi
reperfiizyonundaki etkisi arastirilmistir. Farelerde bu iskemi 30 dakika boyunca
superior mezenterik arterin obstruksiyonu ile olusturulmustur. Rotenon oral olarak
iskemiden 2 saat once verilmistir. Sonug olarak; Ichikawa ve arkadaslari intestinal
mukozada I/R hasarimi degerlendirdikleri ¢aligmalarinda rotenon tedavisi alan grupta
biyokimyasal analizler sonucunda hasari meydana getiren iirlinlerin iskemi grubuna
oranla belirgin azaldigim1 gdstermisler ve rotenonun bu olumlu etkisini lipid

peroksidasyonunu inhibe ederek ve mukozal inflamasyonu azaltarak gdsterdigini
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belirtmiglerdir . Reperfiizyon tedavisinde rotenon yeni bir tedavi yontemi olarak
Onerilmistir(56).

Ilan ve arkadaslar1 ratlarda hepatositlerdeki oksidatif stresi baslatan ajanlar
icinde NO’in ¢ok 6nemli rolii oldugunu vurgulamislardir. Antioksidan tedavi ile
hiicre i¢i serbest oksijen radikallerinin anlamli derecede diisiiriilebilecegini
gosterdikleri ¢aligmalarinda, antioksidan olarak rotenon ve buthiocine vermisler ve
NO sentezinin azaldigini belirtmislerdir. Bu etkiyi de serbest oksijen radikallerini
arttirarak NOS enzimleri iizerindeki “down regiilasyon’’ sayesinde yaptiklarini
bildirmislerdir (49).

Vanden Hoek ve arkadaslari kardiyomyosit hiicrelerinde oksidatif stres
sonucu meydana gelen hasar1 komplex 1 inhibitorleriyle azaltmaya c¢alismislar ve bu
amagcla rotenon, siyanid ve antimisin kullanmislar, sonugta rotenonun diger ajanlara
gore daha etkili oldugunu gostermislerdir (50). Biz de benzer olarak siganlarda
karaciger I/R hasarinin rotenon tedavisiyle azaldigimi gozlemledik.

Yaptigimiz literatiir taramasinda antiapoptotik etkileri bir¢ok kez gosterilen
rotenonun, karacigerdeki iskemik hasar sonucu gelisen apoptozise etkisinin
arastirildigr bir caligmaya rastlayamadik. Bu bilgiler 1s18inda, biz de ¢alismamizda
iskemi-reperfiizyon ile karaciger hasart olusturdugumuz ve apoptozisi
indiikledigimiz siganlarda yine i.p. olarak tek doz rotenon uygulamasinin karaciger
hasarima ve apoptozise etkilerini arastirdik. Karacigerde olusan hasar1 belirlemek
amaciyla, serumda AST, ALT, LDH ve MDA diizeylerini, doku orneklerinde ise
TNF-a ve MDA diizeylerini, histopatolojik bulgulari ve TUNEL boyama bulgularini
inceledik.

Karaciger hasar1 olusturulan diger modellerde izlendigi gibi, serum
transaminazlarinin hepatosit hasarimi  gostermede duyarliligit ¢ok yuksektir.
Transaminazlar normal hiicre dongiisiinii yansitacak sekilde dolasimda az miktarda
bulunurken, transaminazlardan zengin dokularin etiyolojik faktérden bagimsiz olarak
zedelenmesinin siirdiigii tim durumlarda serum seviyeleri ylikselmistir (2, 59).

Soya bitkisinin, sicanlarda deneysel olarak olusturulmus kronik karaciger
hasar1 {izerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, hasar uygulanmasindan sonraki
24. saatte elde edilen serum, ALT, AST, LDH ve dokuda da MDA diizeylerinindeki

artigla karaciger hasar1 degerlendirilmistir (68). Benzer sekilde Chen ve arkadaslari
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da yaptiklar1 deneysel karaciger hasarinin etkilerini serum AST, ALT, TNF-o ve
doku MDA diizeylerindeki artigla degerlendirmislerdir (60).

Bizim c¢alismamizda da karacigerde inflamatuar siireci ve hiicre yikimini
gosteren en giivenilir parametrelerden olan, serum ALT, AST ve LDH
diizeylerinin her biri serumda karaciger hasari ile birlikte kontrol grubuna gore
anlamli olacak diizeyde artmistir ve rotenon tedavisi ile birlikte gerileyerek I/R
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dl¢giide daha diistik saptanmistir. Bu durum
rotenonun karaciger hasarini azalttig1 seklinde yorumlanabilir.

Hepatoselliiler hasarin anlagilmasinin merkezinde inflamatuar hiicrelerden
saliman sitokinler ve reaktif oksijen irilinleri yer alir. Gliniimiize dek karaciger
hasarmin, hepatositlerdeki biyolojik ajan veya toksinlerin direkt biyokimyasal
etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilmekteydi, artik karaciger hasarinin ¢ok biiyiik
kisminin inflamatuar hiicrelerin iriinleriyle tetiklendigi bilinmektedir. Hiicresel
diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL) ve Timor Nekrozis
Faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii olarak da adlandirilan bu
proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre olimii gerceklesir (52).
Proapoptotik sitokinler arasinda, toksikasyon ile indiiklenen karaciger hasarmin ve
apoptozisin baskin medyatérii TNF-o’dir (61). Birgok c¢alismada artan TNF-a
stimiilasyonunun hiicre 6limiinden sorumlu oldugu gosterilmistir (62). TNF-a’nin
proapoptotik etkileri ve dolayisiyla hiicre Oliimiini arttiran etkileri nedeniyle
gecmiste sistemik antikanser kemoterapi tedavisi denenmis ancak teropatik doza
ulagilamadan ortaya cikan ciddi yan etkilerinden dolayr bu tedavi ydnteminden
vazgecilmistir. En 6nemli yan etkilerinden birinin karaciger hiicre hasarina baglh
serum transaminazlari1 ve bilirubin diizeylerindeki artis oldugu goriilmiistiir (63).

Osawa ve arkadaslar1 X- ray ile indiiklenen ve immediate early response
factor-1 (IEX-1) olarak isimlendirilen proapoptotik bir geni tariflemislerdir. Hepatik
hasarla birlikte TNF-a diizeyindeki artigin bu geni indiikledigini ve bdylece apoptotik
yolaklarin aktive olarak hepatik hiicrelerde apoptozisin arttigini gostermislerdir (64).

Bir¢ok calismada, TNF-o diizeylerindeki artis viral hepatitler, alkolik
karaciger hastalig1 ve fulminan hepatik yetmezlikle iligkilendirilmistir (65). Sheron
ve ark, yaptiklar1 bir calismada bu hastaliklardan 6len kisilerin TNF-a diizeylerinin,

tyilesen hastalarin TNF-a diizeylerinden daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (66).
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TNF-o’nin kronik hepatit B ve C infeksiyonlarinda da rol sahibi oldugu
diisiiniilmektedir. Her iki viriis te karacigerde TNF-a salinimini arttirmaktadir (67).
Artan TNF-a diizeyleri alkolik ve nonalkolik steatohepatitle de iliskilendirilmektedir,
hasar TNF-o’nin hepatik sentezini arttirarak etkili olurken; TNF-a da diger
sitokinlerin hepatik sentezini artirarak etki eder (68). Yapilan bir caligmaya gore
alkolik hepatitli hastalarda serum TNF-a diizeyleri artmaktadir ve bu artig hastanin
sagkalimi ile ters orantili olarak seyretmektedir (67).

Feldstein ve ark, alkolik olmayan steohepatitli hastalarla yaptigi klinik
caligmalarinda TNF—a reseptorlerinin ekspresyonun arttigini ve buna baglh olarak
oksidatif stres ve artmig apoptozis reseptor aktivasyonun bu hastaliktaki
hepatoselliiler hasara neden oldugunu gostermislerdir (69).

Streetz ve arkadaslar1 yaptiklar1 in-vitro bir ¢calisma ile TNF—a reseptorlerinin
TNF-a sinyal yollar1 1ile etkilesiminin inhibe edilmesiyle apoptozisin
engellenebilecegini ve bdylece karaciger hasarin azaltilabilecegini gostermislerdir
(70).

Robert ve ark, in-vitro ¢alismalarinda yaptiklar1 karaciger hiicre hasariyla
apoptozisi indiiklemisler ve buna parelel olarak TNF-o diizeylerindeki artist
gostermislerdir. Ardindan farmakolojik Lityum Kloriir (LiCl) tedavisi ile karaciger
hiicrelerindeki apoptozisin azaldigin1 ve TNF-a diizeylerininde buna parelel olarak
geriledigini immiinhistokimyasal yontemlerle géstermislerdir (71).

Veal ve ark, lipopolisakkaritlerle TNF-a stimiilasyonunu arttirarak
olusturduklart in-vitro karaciger hasarinda, karacigeri koruyucu bir¢ok ozelligi
oldugu bilinen S-adenosylmethionine (SAM)’in hepatik makrofajlardan TNF-a
salinimini azaltarak bu etkiyi sagladigin1 gostermislerdir (72).

Karaciger hasar1 olusturulan diger modellerde oldugu gibi bizim ¢alismamizda
da serum ve dokuda inflamatuar siirecin ve apoptozisin parametresi olan TNF—a
diizeyinin kontrol grubuna gore artmis olmasi olusturulan karaciger hasarindan
dokunun etkilendigini gostermektedir. Artan TNF—a diizeyleri rotenon tedavisi ile
birlikte, rotenon verilmeyen I/R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha
diisiik saptanmistir. Bu durum rotenonun apoptozisi ve dolayisiyla karaciger hasarini
azalttig1 seklinde agiklanabilir.

I/R hasar1 sonucu olusan serbest radikallerin en énemli hedef yapilarindan biri
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de lipidlerdir (2,7). Lipid peroksidasyonun karaciger hasarinda anahtar faktorlerden
biri oldugu arastirmacilar tarafindan kabul edilmektedir (73). Serbest oksijen
radikalleri c¢oklu doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomu alarak lipid
peroksidasyonunu baglatir ve sonugta hidroperoksitler olusur. Bu reaksiyonlar
sonucunda hiicre membrani akigskanligini yitirir ve membran biitiinliigli bozulur. Bu
durum hiicre fraksiyonlarinin ¢evreye saliverilmesine ve hiicre 6liimiine yol agar.
Diger taraftan ¢evreye saliverilen bu subselliiler yapilar inflamatuar olaylar1 tetikler
ve hasar1 daha da kdétiilestirir (74). Dokuda lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak farkli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlarin en ¢ok kullanilanlardan biri
de dien konjugatlar1 olan malondialdehit tayinidir (75-78). Bizim ¢alismamizda da
oksidan hasarin parametresi ve lipid peroksidazin bir {iriini olan MDA
konsantrasyonu serumda ve karaciger dokusunda, I/R ile hasar olusturulan grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede yiikselmis ve bu da dokuda hasarin olustugunu
acik olarak gostermistir.

Gruplar H&E boyama sonrasi mikroskopik olarak incelendiginde I/R
grubundaki incelemede konjesyonun sentral vende orta diizeyde, portal alan ve
sinuzoidlerde siddetli oldugunu ve kontrol grubuna gore arttifini gozledik. Yine
kontrol grubundaki hepatositlerde rastlamadigimiz balonlasma dejenerasyonunu,
PMNL ve MNL infiltrasyonunun hasar yapilan grupta arttifini izledik. Ayrica
kontrol grubunda goéremedigimiz hiicre niikleuslarindaki karyoliz ve piknozu,
interselliiler sinir kaybin1 ve hepatik kordlarda bozulmay1 hasar yaptigimiz grupta
izledik.

Bizde yaptigimiz TUNEL boyamasi1 sonrast apoptozisi degerlendirdigimizde
iskemik hasar yapilan grupta kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlaml1 derecede artmis apoptotik hiicre gdzledik. Iskemik hasar yapilan grupta artan
TNF-a diizeyine parelel olarak apoptotik indeksinde kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde fazla oldugunu hesapladik. Tim bu bulgular bizim
uyguladigimiz iskemi sonucu karacigerde bir hasar basladigin1 ve apoptozisi
arttirdigini gostermektedir.

Iskemik hasar yapilan gruba rotenon verilmesiyle birlikte sentral ven ve
portal alandaki konjesyon agisindan I/R grubu ve rotenon verilen grup arasinda bir

fark gbézlenmezken, rotenon verilen grupta siniizoidal konjesyonda I/R grubundakine
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gore bir azalma gozlenmistir. MNL infiltrasyonu acisindan sentral ven ve
sinuzoidlerde bir farklilik goézlenmezken, portal alandaki MNL infiltrasyonunda
rotenon verilen grupta, I/R grubuna gore bir azalma gozlenmisti. PMNL
infiltrasyonunda rotenon verilen grupta, I/R grubuna goére bir azalma gozlenmistir.
Karyoliz ve piknoz, interselliiler sinir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma agisindan
rotenon verilen grupta, I/R grubuna goére bir azalma gozlenmistir.

Yaptigimiz TUNEL boyama sonucunda elde ettigimiz bulgularda ayni
dogrultuda olup iskemik hasar yapilan I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli
oranda artmis olan apoptotik indeks, rotenon tedavisi ile birlikte istatistiksel olarak
anlamli oranda gerileyerek kontrol grubuna yaklasmistir. Bu gozlemler 1s1ginda,
rotenon varliginda karacigerde hasar sonucu olusan tiim histopatolojik skorlarin ve
apoptotik indeksin azalmaya basladig1 gdsterilmistir.

Nianyu Li ve arkadaslarinin yaptigi HLA-60 hiicrelerindeki invitro ¢aligmada;
mitokondriyel solunum zinciri inhibitorii rotenonun apoptozisi uyarmasi onun reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuyla yakindan iliskili oldugu gosterilmistir(79).

Bizim calismamizin sonuglarindan da anlasilacagi ilizere apoptotik siirecin
iskemi-reperfliizyon ile aktivasyonu, hem serum ve karaciger dokusundaki ALT,
AST, LDH, TNF-a ve MDA diizeylerinin artisina hem de karaciger dokusundaki
apoptotik indeksin artigina parelel olarak belirgin hepatoselliiler hasara neden
olmustur. Yapilan g¢alismalarda, apoptotik sinyal yollarinin asir1 aktivasyonu ve
oksidan hasarin artmasi nedenli karaciger hasarmin tedavisi apoptozis sinyal
yollarinin inhibisyonuna ve antioksidan etkinlie dayandirilmistir. Bizim de bu
nedenle, antiapoptotik ve antioksidan etkilerini bildigimiz rotenonu tedavi amaciyla
kullandigimiz ¢alismamizda; rotenon, karaciger dokusundaki TNF-a diizeylerinin
artisim1 ve karaciger dokusundaki apoptotik indeksin artisini gerileterek antiapoptotik
etkinligini ayrica serum ve karaciger dokusundaki MDA diizeylerinin artigini
gerileterek de antioksidan etkinligini gostermistir. Bu modelde olusturdugumuz

karaciger hasarinda, rotenonun anti-apoptotik ve antioksidan etkinligi gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

a. Calismamizda serum AST diizeylerine bakildiginda; I/R+rotenon tedavi
grubu, I/R grubundan anlamli diizeyde farklidir (p< 0,05). I/R grubu kontrol
grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

b. Serum ALT diizeylerine bakildiginda; kontrol ve I/R+roftenon tedavi grubu
arasinda anlaml diizeyde fark vardir (p<0,05). I/R grubu, kontrol ve
I/R+rotenon tedavi grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

¢. Serum LDH diizeylerine bakildiginda; I/R grubu, kontrol ve I/R+rotenon
tedavi grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

d. Calismamizda serum MDA diizeylerine bakildiginda; I/R grubu, kontrol ve
I/R+rotenon tedavi grubundan anlamhi diizeyde farkli bulundu (p<0,01).

e. Doku TNF-a diizeylerine bakildiginda; I/Rgrubu, kontrol ve I/R+rotenon
tedavi grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu ( p< 0,05).

f. Calismamizda doku MDA diizeylerine bakildiginda; I/R grubu, kontrol ve
I/R+rotenon tedavi grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu ( p< 0,05).

g. H&E boyamada iskemik karacier hasarinin patolojik bulgular1 olan ve
I/R grubunda izlenen sentral ven, portal alan ve sinuzoidlerde konjesyon , PMNL ve
MNL infiltrasyonu, hiicre niikleuslarindaki karyoliz ve piknoz, interselliiler sinir
kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma rotenon tedavisi ile birlikte I/R+rotenon
grubunda gerilemistir.

h. Calismamizda TUNEL boyama sonucu elde ettigimiz doku apoptotik
hiicre sayilarina bakildiginda; I/R grubu, kontrol ve I/R+rotenon  grubundan da
anlamli diizeyde farkli bulundu (p<0,05).

Apoptozis sinyal yollarinin inhibisyonu veya aktivasyonu i¢in hiicre tipine
spesifik  stratejilerle  karaciger hastaliklarinin  tedavisinde ileri asamalar
kaydedilebilir.

Apoptozis yollarinin modiilasyonunu hedefleyen yeni ilaclar, ¢evreleyen
saglikli dokular1 yan etkilerden korumak i¢in bir hiicre popiilasyonuna
yonlendirilebilir.

Giinliik uygulama icerisinde I/R tibbin pek ¢ok alaninda karsilasilan bir
olaydir. Sok,yanik, sepsis, pankreatit, serebrovaskiiler olaylar, miyokard infarktiisi,

travma ve travma cerrahisi, ortopedik cerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi,
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transplantasyon cerrahisi I/R olaymin gériildiigii durumlardan sadece bazilaridir.
Pratikte biitliin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve bunu takiben bir
reperfiizyon periyodu vardir. Karaciger I/R hasari ise, karaciger transplantasyonu ve
hepatik rezeksiyon sirasinda uygulanan pringle manevrasi veya hemorajik sok
sonrasinda goriilen primer hepatik disfonksiyon veya yetmezlikten sorumludur.
Rotenon da antioksidan ve antiapopitotik etkilerinden dolay1 karaciger I/R hasarini

ortadan kaldirmak amaciyla klinik kullanima girebilir.
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