1. GIRIS

Agir metabolik yiikiine karsin, karaciger hiicre proliferasyonu agisindan
oldukc¢a istikrarli bir organdir. Saglikli karaciger dokusundaki bu zayif hiicre
dongiisii, toksik karaciger hasar1 sonrasi hizla degismektedir. Karaciger anatomik
lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile bircok toksik madde ve
ilagtan sikca etkilenen bir organdir. Bu etkilesim sonrasi gelisen hepatotoksisitenin
sonucglar1 da karsimiza akut, kronik ve fulminan hepatit seklinde ¢ikabilecegi gibi
cok cesitli klinik durumlarla da, Ornegin siroz veya tiimdr seklinde de
cikabilmektedir.

Karacigerde cesitli patolojik tablolara yol acan 600’den fazla ajandan biri de
karbon tetrakloriir (CCly)’diir. Karbon tetrakloriir deneysel olarak karaciger hasari
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir ksenobiyotiktir. Karbontetrakloriir
gecmis yillardan bu yana kuru temizlemede, boya ve coziiciilerde, yangin
sondiiriiciilerde ayrica yag uzaklastirici maddelerde (deterjan) kullanilmistir.
Veteriner hekimlikte ise helmintlere kars1 miicadelede uygulanmaktadir. Dolasima
gectikten sonra, viicudu akciger, bobrek ve ozellikle safrayla terk eder. Karbon
tetrakloriir, yliksek dozlarda kullanildiginda karacigerde birikerek harabiyete ve hatta
siroza neden olabilir. Metabolizmas1 esnasinda Oncelikle stabil olmayan baslangic
metaboliti triklorometil (CCls) serbest radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler
ile kovalent baglar olusturarak hizla triklormetil peroksite (Cl; COO-) veya hidrojen
atomlarim1 kaybetmis olan kloroform formuna doniisiir. Olusan bu serbest radikaller
hiicre membranlarindaki fosfolipitlerde bulunan yag asitlerinin peroksidasyonuna yol
acarak hiicre harabiyetine yol acarlar. Ilerleyen siire¢ sonunda karaciger fibrozu,
hepatit, siroz veya tiimor olusabilir (1, 2).

Fizyolojik ya da bir¢ok stres ve hasar tarafindan baslatilan programl hiicre
Olimii siireci olan apoptozisin, bir¢ok sistemde uygun fonksiyon ve homeostazin
devami ic¢in Onemli oldugu bilinmektedir (3). Apoptozis ile organizmada hasar
gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, cevreye zarar vermeksizin ortadan
kaldirilir. Bu islem hem c¢ok hiicreli organizmalarin normal gelisim siireci olan
embriyogenezis sirasinda, hem de erigkinlerde neredeyse biitiin dokularda hiicresel

cogalma ve yenilenme arasindaki homeostatik dengenin ve doku igeriginin



kararliliginin ~ korunmasi igin gereklidir (4). Cesitli uyaranlar apoptozis
mekanizmasimi uyarir. Bunlara ornek olarak, tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-),
hiicre ic¢i kalsiyum diizeyinin artisi, glikokortikoidler, reaktif oksijen iiriinleri,
ultraviyole 151k, radyasyon, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir (5).

Leptin, agirhikli olarak adipoz doku tarafindan eksprese ve sekrete
edilmesinin yan sira bircok dokudan salinan, obezite (ob) gen iiriinii olup 167
aminoasit iceren, 16 kilo Dalton (kDa) molekiil agirliginda bir polipeptitdir. Temel
olarak yiyecek aliminin azalmasi ve enerji tiiketiminin artmasi ile beden agirliginin
regiile edilmesinde énemli bir rol oynar. Beden yag kitlesinin kontrol edilmesine ek
olarak leptinin bircok biyolojik fonksiyonu, santral ve periferik bir¢ok etkisi vardir
(6,7). Anjiyogenetik 6zelliginin yan1 sira endotel hiicrelerinden nitrik oksit saliniminm
arttirarak vazodilatasyon olusturmasi gibi etkileri de oldugu saptanmistir (8).
Leptinin anti-oksidan enzimler olan katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz
diizeylerini arttirarak direkt olmasa da dolayli yoldan anti-oksidan etkinligi
gosterilmistir (9). Leptin ile ilgili son ¢aligmalarda leptinin sitokinlerin proliferatif
aktivitesini arttirdig1 ve apoptozisi inhibe ettigi bildirilmistir (10, 11). Ince bagirsak
(12), mide (13), bobrek (14), noron (15) gibi bircok dokuda leptinin doku hasarina
kars1 koruyucu etkinliginin arastirildigi calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda doku
hasarina kars1 leptinin koruyucu etkinligi rapor edilmistir.

Bir¢ok arastirmaci tarafindan, hem karaciger hasarindaki mekanizmalar
ortaya koymaya yonelik hem de bu mekanizmalar1 6nlemeye yonelik klinik ve
deneysel caligsmalar yapilmistir, ancak karacigerdeki akut toksik hasara ve apoptozise
kars1 leptinin koruyucu etkisinin olup olmadigin1 gosteren herhangi bir ¢alismaya
literatiirde rastlayamadik. Bu bilgiler 1s181inda bizde yaptigimiz calismada CCly ile
karacigerde olusturulan akut toksik hasara kargi leptinin etkisini degerlendirmeyi
amagcladik. Leptinin etkisini gosterebilmek icin biyokimyasal olarak serumda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) ve
TNF-a ol¢timlerini ve dokuda da TNF-a ve MDA diizey 6l¢iimlerini, histopatolojik
olarak ta Hematoksilen-Eozin (H&E) ve TUNEL boyama yontemlerini kullandik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi ve Fizyolojisi

Insanda karaciger sag iist abdomende ve kismen epigastrik bolgede yer alr,
ortalama agirhigi 1200-1800 gram kadardir. Glisson kapsiilii ad1 verilen peritoneal
membran karaciger ylizeyini sarar ve parankim igerisine dogru uzanan, igerisinde kan
damarlan ve safra duktuslar igceren fibroz septalar verir. Karaciger falsiform, round
ve koroner ligamanlar ile diyafragmanin alt yiizeyine ve batin 6n duvarina tutunur
(16-18).

Karaciger hepatik venlerin vena kavadan cikis noktalarina ve seyirlerine gore
longitudinal planlara, ana portal bifurkasyona gore de transvers planlara ayrilir.
Karaciger hepatik arter, portal ven ve hepatik duktusun dagilimina uygun olarak 8 alt
segmente ayrilir (19, 20) .

Karaciger kanlanmasi 2 kaynaktan olmaktadir. Bu kaynaklar hepatik arter ve
portal vendir. Hepatik arter karaciger kanlanmasinin yaklasik % 25 ‘ni, oksijeninin %
50°‘sini, portal ven ise kanlanmanin % 75’ini, oksijenin % 50’sini saglar. Hepatik
arter anatomisi intra ve ekstrahepatik olarak degerlendirilmelidir. Intrahepatik seyri
portal venle birliktelik gosterirken ekstrahepatik boliimii olduk¢a degiskendir.
Kabaca toplumun %50’sinde ana hepatik arter ¢olyak trunkustan c¢ikar ve
gastroduodenal ve sag gastrik arteri verdikten sonra arteria hepatika propria olarak
sonlanir. Arteria hepatika propria da sag ve sol hepatik arterleri verir. Karacigerin
vendz doniisiiniin cogu 3 hepatik venle olur. Sag hepatik ven segment 5-6-7-8’i drene
eder ve direkt olarak vena kavaya dokiiliir. Orta hepatik ven 4-5-8. segmentleri drene
eder ve 2-3. segmentleri drene eden sol hepatik venle birleserek veya direkt vena
kavaya acilir (Sekil-2.1) (19, 20, 21).

Karaciger i¢inde dagilmis olan portal ven, hepatik arter ve safra kanallarindan
meydana gelmis U¢lii yapiya portal triad adi verilir. Safra, Once interselliiler
kanalikiillere sonra, interlobular safra kanallarina dokiiliir. Bunlar da birleserek daha
biiyiik kanallar olan sag ve sol hepatik kanallart olustururlar. Sag ve sol hepatik
kanallar porta hepatitse birleserek ana hepatik kanali olustururlar. Ana hepatik kanal
da sistik kanal ile birlestikten sonra koledok adin1 alir. Koledogun uzunlugu 5-15 cm

arasinda degisir (20, 21).
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Sekil-2.1. Couinad tarafindan dizayn edilmis karaciger segmenter anatomisi.

(www.ahpb.org’dan adapte edilmistir).

Karaciger Fonksiyonel Anatomisi

Karacigerin fonksiyonel iinitesi lobiildiir. Bir lobiil, horizontal kesitte alt1

koseli goriiliir; merkezde bir santral ven vardir (Sekil-2.2).

Sekil 2.2. Karaciger fonksiyonel anatomisi; CV: Santral Ven, BC: Safra
kanalikiilii, BD: Safra kanali, HA: Hepatik arter, PV: portal
ven, S: Siniizoid (22).



Hepatositlerin yaklagitk %25’1 c¢ift nukleusludur. Bashica sitoplazmik
organelleri endoplazmik retikulumlar, mitokondriler, lizozomlar, peroksizomlar ve
golgi aygitidir. Graniillii endoplazmik retikulumda hiicrenin yapisal proteinleri ve
plazma proteinleri yapilir. Diiz endoplazmik retikulum ise ksenobiotiklerin
metabolizma yeridir. Mitokondriler oksidatif fosforilasyon ve yag asidi
oksidasyonunda 6nemli rol oynarlar. Sitrik asit ve iire dongiisii ile ilgili enzimleri de
icerirler. Lizozomlar c¢esitli eksojen ve endojen maddelerin katabolizma ve
sindirimleri ile ilgili vezikiillerdir. Peroksizomlar oksidazlar igerirler ve oksijen
molekiiliinii  kullanarak, hidrojen peroksit yaparlar. Yag asidi ve alkol
metabolizmasinda da katkilar1 vardir. Hepatositin iskeletini mikrofilamanlar,
intermediate filamanlar ve mikrotiibiiller olustururlar. Mikrofilamanlar aktin ve
miyozin igerirler, perikanalikiiler ektoplazmada yer alirlar. Safra sekresyonu ve
akiminin diizenlenmesinde rol oynarlar (22).

Siniizoidal hiicreler denilince endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri,
perisiniizoidal hiicreler ve pit hiicreleri anlagilir. Perisintizoidal hiicreler Disse
araliginda, digerleri ise siniizoidlerde yer alirlar. Endotel hiicreleri siniizoidleri Disse
araligindan ayiran ve aralarinda genis porlar olan, bazal membran ve interselliiler
birlesmeler icermeyen hiicrelerdir. Kupffer hiicreleri, mononiikleer fagositer sistemin
baslica hiicreleridir. Baglica fonksiyonlarini partikiillerin, immiin komplekslerin,
lezyonlu eritrositlerin ve endotoksinlerin klirensi olusturur. Bircok mediator
salgilarlar. Baghicalarn IL 1, IL 6, TNF-a, interferonlar ve eikosanoidler’dir.
Perisiniizoidal hiicreler (hepatik stellat hiicreler, yag depolayan hiicreler, ito
hiicreleri) Disse araliginda yer alirlar. Normal ve hasarh karacigerde ekstraselliiler
matriksin baslica kaynagidirlar. Yine bu hiicrelerin, hepatosit biiyiime faktorii (HGF)
kaynagi olup, siniizoidal kan akimi kontroliinde rol oynadiklar ileri siiriilmektedir.

Pit hiicreleri dogal ve lenfokinle aktive edilmis katil hiicre aktivitesi gosterirler (22).

Karaciger Fonksiyonlari

Karaciger, viicudun her tiirlii gereksinimini karsilamak iizere 24 saat
durmaksizin calisan, olduk¢a karmagik bir kimyasal fabrika olarak tanimlanabilir.
Yasamak i¢in gerekli olan bircok kimyasal olay burada meydana gelir (23).

Karacigerin baslica fonksiyonlar1 Tablo-2.1’de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Karacigerin fonksiyonlari.

. e Karbonhidrat, e Bilirubin,
Metabolik . . .
fonksiyonlar: . Hotmonlar, ® Aminoasit ve proteinler
* Yag,
Salgilama e Safra asiti,
fonksiyonlari ¢ Bilirubin,
e Kolesterol
Hematolojik e Pihtilagma faktorlerinin iiretimi
fonksiyonlari ¢ Fetustaki kirmiz1 kan hiicrelerin iiretimi
Detoksifikasyon e Bilirubin, e Amonyak,
fonksiyonlari e Alkol, o lac
Depolama e Glikojen, e Vitaminler,
fonksiyonlari e Demir, ® Yag,
e Bakir, ® Aminoasit ve protein
Immiinolojik e Bakteri ve diger yabanci maddelerin fagositozu,
fonksiyonlari ® [gA sekresyonu,
e Humoral savunma mekanizmalar1

2.2. Karaciger Hastaliklarinda Patolojiler

Karaciger hastaliklarinda hiicre harabiyeti ve kolestaz iki 6nemli patolojidir.

Karaciger Hiicre Harabiyeti

Hepatitler, karaciger hiicrelerinin enflamasyonudur. Hepatitler, viral,
bakteriyel, spiroketal, paraziter kokenli olabilirler. Akut viral serum hepatitinden
sonra kronik hepatit olusabilir. Siroz, karacigerde karaciger hiicrelerinin yerini bag
dokusu almasiyla karakterizedir. Kloroform, CCly, fosfor, civa, kursun, izoniazid,
PAS, etil alkol gibi maddelerin uzun siire alinmasi karacigerde kronik yangilara,
yaglanmaya ve siroza neden olur. Sok veya sag kalp yetmezligine bagli olarak ortaya
cikan hepatik konjesyon, karaciger hiicre harabiyetine neden olabilir. Kismen tahrip
olan veya bir kism1 ¢ikartilan karaciger, kendi kendini rejenere edebilir. Rejenere

olmus karaciger dokusu da zararli maddelere kars1 daha fazla toleransa sahiptir (24).

Kolestaz
Kolestaz safranin duodenuma dokiillememesi durumudur. Kolestaz,
intrahepatik veya ekstrahepatik olabilir. Intrahepatik kolestaz; Viral hepatitlerde,

klorpromazin ve halotan gibi ilaglarin etkisiyle, gebelikte, karaciger



infiltrasyonlarinda, biliyer sirozda goriilebilir. Intrahepatik kolestaz siklikla hiicre
harabiyeti ile birliktedir. Ekstrahepatik kolestaz, karaciger dis1 safra yollarinda tas,
timor, kist, parazit ve distan basiya bagh olarak olusur. Kolestazda safranin ana
komponentleri kanda artar. Kanda kolesterol artisiyla ksantomatozis, bilirubin
artistyla sarilik, safra asidi artistyla kasintt meydana gelir. Safranin duodenuma
dokiillememesi nedeniyle yagda coziinen vitaminler emilemez. Yagda c¢o6ziinen
vitaminlerin gece korliigii, kemiklerde demineralizasyon, testikiiler atrofi ve ekimoz

gibi eksiklik belirtileri ortaya ¢ikar (24).

2.3. Toksik Karaciger Hasarindaki Mekanizmalar

Karaciger anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile
bircok toksik, zararli madde ve ilaglara sikca maruz kalan bir organdir.
Hepatotoksisite ¢ok cesitli klinik durumlarla karsimiza cikabilir ki bunlar akut,
kronik ve fulminan hepatit seklinde olabilecegi gibi siroz veya tiimor seklinde de
karsimiza ¢ikabilir. Karacigerde toksik hasara neden olan faktorler Tablo 2.2° de

gosterilmistir.

Tablo 2.2. Karacigerde toksik hasara neden olan faktorler

TOKSIK KARACIGER HASTALIGI NEDENLERI

DOGAL TOKSIK KiIMYASAL

MADDELER MADDELER

¢ Antiinflamatuar ilaglar

¢ Aneljezikler ® Yiyecekler

* Anestezikler * Alkol e isyerinde kimyasallara
* Antikonviilsan ajanlar o Sifal1 bitkiler maruziyet

¢ Antimikrobiyal ajanlar e Bakteriyel e Endiistriyel kazalar

* Kardiyovaskiiler ilaglar enfeksiyonlar ¢ intihar amacl kullanim
®Hormonlar e Mantar, bocek ve akrep

e immiinsiipresifler toksinleri

¢ Noropsikiyatrik ilaclar




Toksik olaylarda karaciger hasarinin olugsmasinda temel olarak 5 mekanizma
s6z konusu olabilmektedir. Bunlardan ilki, hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasi ile
aciklanir. Hiicre ici kalsiyum dengesi bozulur. Hiicrede sisme, zarda parcalanma ve
hiicre yikimi gergeklesir. Diger mekanizma safra kanalikiiler hasardir. Safra
kanalikiil membranindaki transport proteini etkilenerek veya safra sekresyonundan
sorumlu bolgedeki aktin liflerinin yikimina neden olarak safra sekresyonuna engel
olup kolestaza neden olur. Safra asitlerinin hiicre i¢indeki birikimi de apoptozise
neden olur. Bu durumda ii¢iincii mekanizma olarak apoptozis s6z konusu olmaktadir.
Hiicre zedelenmesi ile uyarilan immiin sistem sitokinleri (TNF gibi) aktiflesip, hiicre
ici kaspazlan tetikleyerek apoptozisi tetikler. Karaciger hasarina neden olabilen
dordiincii mekanizma ise immun mekanizmadir. Biyotransformasyon sonucu p450
enzim reaksiyonlar sirasinda olusan ara metabolitler enzimlere baglanip “addukt®
denilen antijen gibi algilanan bilesikler olustururlar. Bu bilesiklerin hepatosit
yiizeyine taginmasi ile antikor olusumu ve humoral immunite uyarilir. Direkt T hiicre
cevabi ile sitolize de neden olurlar. Son olarak mitokondriyal disfonksiyonda hasara
neden olan mekanizma olarak tanimlanmaktadir ve bu yolla olusan hasar 3 sekilde
gerceklesir. Yag asitlerinin beta oksidasyonunun inhibisyonu, solunum zinciri
enzimlerinin inhibisyonu veya dogrudan mitokondriyal DNA’nin etkilenmesi
seklinde olabilir. Serbest yag asitleri metabolize olamayip, laktat ve reaktif oksijen
radikallerinin birikimine yol acar. Bu radikaller mitokondriyal DNA’y1 zedeler. Bu
ic olay sonucunda hiicrede aerobik metabolizmada sikint1 baslar ve anaerobik
metabolizma ile laktik asidoz ve trigliserid birikimi olur. Sonugta hiicre ici

yaglanmasi gergeklesir (25).

Karaciger Hasarinda Morfolojik Degisiklikler

Yukarda tamimlanan mekanizmalar goz Oniine alindiginda, toksik karaciger
hastaliklar1 temel olarak hepatositleri, safra duktuslarini, vaskiiler sistemi, siniizoidal
hiicreleri ve hatta Kupffer hiicrelerini etkileyerek karacigerde cesitli morfolojik

degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur (26).

Hepatoselliiler Hasar
Hepatoseliiler hasar akut veya kronik olabilir. Akut hepatoseliiler hasarin

histolojik karsiligi akut hepatittir. Akut hepatit toksik karaciger hastaliklarinin



%90’ 11 temsil eder. Akut hepatoselliiler hasar sitotoksik, kolestatik ve mikst tip
olarak 3 sekilde karsimiza cikabilir (25). Bu hasar akut hepatit i¢in tanimlanan
morfolojik degisiklikler seklinde olabilecegi gibi fulminan hepatite varan tablo
seklinde de karsimiza cikabilir. Bu nedenle degisen oranlarda hepatosit hasari,
nekroz, lobiiler ve portal inflamasyon izlenir. En hafif formunda hepatositlerde balon
dejenerasyonu ve apoptotik cisimler ile fokal nekroz odaklarn ile lobiilde ve portal
alanda notrofil ve eozinofilleri de icerebilen inflamatuar hiicreler izlenir ( 27).

Balon dejenerasyonu hepatositlerde diffiiz sisme, soluk boyanma ve
sitoplazmanin bos goriiniimil ile sitoplazmik artiklarin niikleus etrafinda toplanmasi
ile karakterli degisikliktir. En fazla sentrlobiiler bolge etkilenir. Bunun disinda
hepatositlerde asidofilik dejenerasyon ve oliim goriilebilir ki bu zedelenme sekli
hiicrelerde piknotik niikleusa sahip yogun eozinofilik sitoplazma ile kendini belli
eder. Apoptozis ile hiicre Oliimiinii temsil eder (27). Balon dejenerasyonu litik
nekroza gidebilir. Zamanla ortadan kalkar ve yerinde stromal kollaps olur ki bu
alanda lenfosit ve Kupffer hiicrelerinden olusan hiicre toplulugu izlenir. Sitoliz olan
hepatosit gozle goriilmez ancak bu inflamatuar hiicrelerin varligi sitolizin
gostergesidir. Bu sekilde hepatositlerin fokal kaybi1 fokal (spoty) nekroz olarak
tanimlanir (25). Buraya kadar tanmimlanan histopatolojik tablo, akut viral hepatitte
tanimlanan degisikliklere cok benzer ve ayirim zordur. Parankimal nekrozun
agirligina zit olarak portal inflamasyonun hafif olmas1 yani sira hasarin sentrlobiiler
olmasi ve az da olsa eozinofil varlig1 toksik hepatit olma ihtimalini arttirir (28).

En hafif diizeyde fokal nekroz olarak tanimlanan sitotoksik hasar daha agir
hasarda birlesik (konfluent) ve panlobuler ve multilobiiler nekroz (submasif ve
masif) olarak da karsimiza ¢ikar. Zon 3’de baslayan sentrlobiiler nekroz hepatosit
kaybinin zon 2’ye kadar uzanmasi ile birlesik nekrozu olusturur. En agir nekroz tipi
olarak tanimlanan submasif ve masif nekroz ise lobiiliin tamamina yakinini veya
tamamin1 tutan hepatosit kaybi ile karakterlidir. Submasif nekroz periveniiler zondan
baslayan lobiiliin biiyilk kismini tutan ancak periportal zonun korundugu nekroz
olarak tamimlanir (25). Masif hepatik nekroz genellikle yaygin panlobuler ve
multilobiiler nekroz varliginda kullanilan terimdir. Nekroz ile korunmus alan
birlikteligi harita benzeri goriiniime neden olur. Nekroz olan alanlarda hepatosit

kaybi ve retikiilin kollaps1 olur. Ayrica yogunlugu degisken olmakla beraber genelde
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az miktarda mikst inflamatuar hiicreler, hipertrofik Kupffer hiicreleri, seroid yiiklii
makrofajlar izlenir (27).

Safra duktal proliferasyonu ve portal alanda ve c¢evresinde nétrofil
infiltrasyonu belirgin olabilir. Canli kalan hepatositlerde rejeneratif aktivite
izlenebilir ve yeterli rejenerasyon saglanabilirse karaciger normale donebilir ancak
eger rejenerasyon yetersiz olup retikiilin cati ¢ok agir hasarlanmis ise fibrozis
gelisimi ve siroz ile sonuclanan tablo gelisebilir. Histolojik degisikliklerle klinik
tablo ve prognoz arasinda ¢ok keskin bir iligki yoktur. Nekrozun yogunlugunun
artmasi, %65-80’den fazla hepatosit kaybi genellikle 6lim ile sonlanir. Masif ve
submasif nekrozda klinik olarak agir hepatit tablosu olur ve fulminan hepatit ile
sonlanir (26).

Nekroz zonal dagilim gosterebilir ve hasarin mekanizmasi ile iligkilidir.
Zonal nekroz sentrlobiiler (zon 3), periportal (zon 1) ve her iki zonun ortasinda (zon
2) olabilir. Toksik karaciger hasarlarinda nekroz ¢ogunlukla sentrlobiiler bolgede
izlenir (25). Intrinsik toksinler genelde zonal nekroz olusturur. Sentrlobiiler nekroza
CCly, parasetamol, mantar zehirlenmesi ve pirozilidin alkoloidleri neden olur. Bu
maddelerin hepatotoksik metabolitlere doniismesinde sorumlu enzim sisteminin bu
lokalizasyonda yogun sekilde bulunmasi nedeniyledir (26). Zonal olmayan nekroz
genelde idiosenkratik tip hepatotoksinler tarafindan olusturulur (27).

Hepatoseliiler hasar olarak temelde sitotoksik hasar yapan baglica kimyasal
maddeler arasinda asetaminofen, izoniyazid, ketokanazol, nonsteroid antiinflamatuar
ilaglar, siilfonamidler, antidepresanlar, halotan, antidiabetik ajanlar, psikotropik ve
norotropik ilaglar, kokain, ekstazi, CCly sayilabilir (26).

Toksik hepatitlerde sitotoksik 6zellikte hepatoseliiler hasar goriilebildigi gibi
hasar kolestatik tipte de olabilir. Baz1 kimyasal maddeler parankimde herhangi bir
hasar yapmadan safra akisinda bozulma ile karakterli hasara neden olur. Alkalen
fosfataz yiikselmesi kolestazin belirtisi olarak kabul edilir. Kolestatik hasarin
histolojik goriiniimii sentrlobiiler hepatositlerde ve kanalikiillerde belirgin olmak
tizere safra tikaclart ile karakterlidir. Kolestazin uzun siirdiigli durumlarda
hepatositlerde tilysii dejenerasyon ve karaciger hiicre rozetleri izlenir. Bu tarzda
hasar yapan en 6nemli kimyasal maddeler; oral kontraseptifler, 6stojen androjenler,

tamoksifen, azotioprindir (25).
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Akut hepatoseliiler hasar hem kolestatik hem de sitotoksik hasarin bir arada
olabildigi mikst formda da olabilir. Kolestatik degisikliklere hafif balon
dejenerasyonu, nekroz ve apoptosis eslik eder. Bu tarzda hasar yapabilen kimyasal
maddeler olarak fenotiazinler, steroid olmayan antiinflamatuar ilaclar, makrolidler,
siilfonamidler, trisiklik antidepresanlar, amoksisilin/klavulonik asit sayilabilir (29).

Akut karaciger hasar1 toksik karaciger hastaliklarinin ¢ogunlugunu
olusturmakla beraber az oranda kronik karaciger hasar1 da goriilebilir. Kronik olarak
goriilebilen lezyonlar kronik hepatit, steatozis, fosfolipidozis, NASH ve siroz
olabilir. Viral veya otoimmun nedenleri ekarte edebilmek icin serolojik testler
mutlaka bilinmelidir. Tan1 zordur ¢iinkii kronik ilag iliskili hepatit otoimmun hepatite
benzer degisiklikler icerebildigi gibi kendisi de otoimmiiniteyi tetikleyebilir. Kronik
hepatit fibrozis ve hatta siroza da neden olabilir (29).

Kronik hepatoseliiler hasar olarak steatozis ve steatohepatit en sik goriilen iki
bulgudur. Mikro veya makrovezikiiler yaglanma seklinde olabilir. Mikrovezikiiler
steatozis intraseliller mitokondriyal oksidatif yollarin hasar ile gelistiginden akut
karaciger yetmezligi gelisebilir. Bu durum kalitsal metabolik hastaliklara benzer
tablolar yapabilir (28).

Makrovezikiiler steatozis tek basina steatozis seklinde olabilecegi gibi
mikrovezikiiler steatozisle, nonalkolik yagli karaciger hastaligiyla, nonalkolik
steohepatitle ve hatta alkolik steatohepatite benzer tablo ile birlikte karsimiza
cikabilir. Ayrict tamda klinik oykii onemlidir (27).

NASH’de parankimal inflamasyon ve hepatoseliiler dejenerasyon orta veya
siddetli steatozise eslik eder. Alkolik hepatit ve ilaclara bagl olusan steatohepatitte
ise yogun inflamasyon, fibrozis ve hepatoseliiler hasar varliginda hepatosit

sitoplazmasinda izlenen yaglanma kaybolabilir (28).

Safra Yollar1 Hasar

Safra yollarindaki hasar karsgimiza akut kolanjit, kronik kolanjit seklinde
cikabilir. Kolestaz ile birlikte inflamasyonlu veya inflamasyonsuz safra duktus
harabiyeti izlenir. Akut kolanjit fokal destriiktif safra yolu hasart ve PMNL
infiltrasyonu ile karakterlidir (27). Kronik kolanjit ise genelde primer biliyer siroz

benzeri degisiklikler ile goriiliirler (29).
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Vaskiiler Hasar

Vaskiiler sistemin her seviyesinde, portal ven, hepatik arter, sinuzoidler ve
santral ven diizeyinde hasar olusabilir. Siniizoidal dilatasyon, peliozis, venookluzif
hastalik, hepatoportal skleroz, hepatik arterde intimal hiperplazi gibi c¢esitli
lezyonlarla da karsimiza cikabilir (28).

Siniizoidal Hiicre Hasar1

Toksik ajanlar direkt wvaskiiler yapilan etkileyebilmelerinin yani sira
siniizoidal hiicrelerden igsi hiicreler ve Kupffer hiicrelerini etkileyerek de hasara yol
acabilir (26). Bu tip hasara 6rnek olarak granulomatdz reaksiyonlar verilebilir. Ilaclar
ve kimyasallar karacigerde granulomattz reaksiyon seklinde tek basina veya sitolitik

ve kolestatik hepatit ile birlikte hasar olusturabilir (29).

Tiimorler

Karaciger tiimorlerinden hepatoseliller adenom en sik olmakla birlikte,
anjiyosarkom, kolanjiyokarsinom, hepatoselliller karsinoma neden olan toksik
hasarlar da vardir. Oral kontraseptifler, anabolik steroidler, ostrojenler adenoma yol
acarken vinil klorid ve toratorast malign tiimor gelisiminden sorumlu tutulmaktadir

(28).

2.4. Hepatoselliller Hasarin Degerlendirilmesi

Hepatoselliiler zedelenmeyle iligkili testler serum transaminazlart veya
aminotransferazlart olarak adlandirilan, aspartat aminotransferaz (AST, serum
glutamik-oksaloasetatik asit transferaz [SGOT]), alanin aminotransferaz (ALT,
serum glutamik-piruvik transaminaz [SGPT]) ile laktat dehidrogenaz (LDH)
enzimleridir. AST karaciger disinda, iskelet ve kalp kaslarinda, bobrekler, beyin,
pankreas, akcigerler, lokositler ve eritrositlerde bulunurken ALT esas olarak
karacigerde bulunur. ALT sitozolde, AST ise hem sitozolde hem de mitokondride yer
alir. Laktat dehidrogenaz pek¢ok normal ve malign dokuda bulunan sitoplazmik bir
enzimdir. Enzimin bes izoenzimi (LDH 1-5) olup, elektroforetik olarak en yavas
olanm1 (LDH-5) karacigerde bulunan izoenzimidir (30).

Kolestazla iliskili testler alkalin fosfataz (ALP), gama glutamil trans peptidaz

(GGT), 5’-niikleotidaz ve 16sin aminopeptidazdir. Serum ALP diizeyi alkalin pH’da
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organik fosfat esterlerinin hidrolizini katalize eden bir grup enzimi gostermektedir.
ALP hepatobilier sistem (hepatositlerin safra kanalikiiler yiizeyi ve biliyer epiteli),
kemik, barsaklar, bobrekler ve plesental kaynaklidir (30).

Transaminazlar normal hiicre dongiisiinii yansitacak sekilde dolasimda az
miktarda bulunur, transaminazlardan zengin dokularda zedelenme durumunda serum
diizeyleri yiikselir. Serum transaminazlarinin hepatosit hasarin1  gostermede
duyarlilig1 ¢ok yiiksektir, etiyolojik faktdrden bagimsiz olarak karaciger zedelenmesi
siirdiigii tiim durumlarda serum seviyeleri yiikselir. Sadece fulminan seyirli
hepatitlerde artik nekroze olacak yeterli miktarda hepatosit kalmadiginda diizeyleri

normal hatta diisiik olabilir ki; bu kotii prognoz belirtisidir (30).

2.5. Karbon Tetrakloriir ile Karaciger Hasari

Deney hayvanlarinda karaciger hasar1 olusturmak i¢in deneysel ¢aligmalarda
en sik kullanilan maddelerden birisi olan CCly *iin hepatotoksik etkisinin, kisa yasam
siireli reaktif ara iriinlerinin metabolik aktivasyonu ile yakindan iliskili oldugu
gosterilmistir (31). Buna gore CCly ile olusan hiicre hasart lipid peroksidasyonundaki
arisa baghdir. CCly’e bagli olarak gelisen karaciger hasarinda; rediiktif
dehalojenasyon, radikallerde kovalent baglanma, 6zellikle apolipoproteinlerde olmak
tizere protein sentezinde inhibisyon, yag birikimi, kalsiyum sekestrasyonunda kayip,
apoptosis ve fibrozis gergeklesir. Daha ciddi hasarlar, CCly ’iin biyoaktivasyonu
sonrasi olusan, indiiklenmis sitokrom P450 oksijenaz sistemiyle meydana gelir.
Indiiksiyon ne kadar giiclii olursa hasar o kadar fazla olur. Radikaller bu olayda ana
rolii oynamaktadirlar (32). CCly ayn1 zamanda sentrilobiiler konfluent nekroza da
sebep olmaktadir (33). Bruckner ve arkadaslari, CCly verilen ratlarda sentrilobiiler
hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu, buzlu cam goriintiisii, niikleuslarda
pleomorfizm, sentrilobiiler alanlarda genisleme ve seyrek olarak nekrotik hiicreler

gozlemislerdir (34).

2.6. 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 olumidiir. Apoptozis ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla tretilmis,
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diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma icin giivenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
olumiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir (35). Apoptozis ve nekrozun baslica 6zellikleri Tablo 2.3’ te

gosterilmistir (36).

Tablo 2.3. Apoptozis ve nekrozun baglica 6zellikleri

OZELLIiKLER NEKROZ APOPTOZIS

Toksinler, ciddi hipoksi, agir ATP tiikketimi 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
oliimii tek hiicrenin oliimii

DNA kirik Diizensiz rastgele kirik seklinde | 185 baz ¢iftlik kiriklar

modeli seklinde “ip merdiven”
goriintiisiinde
Hiicrelerin Fagositlerin gogiiyle Komsu hiicrelerle
fagositozu
Doku Inflamasyon Inflamasyon yok
reaksiyonu
Plazma zar1 Pargalanmis Molekiiler degisikliklerle

birlikte parcalanmamis

Apoptozis rejenerasyon ve tamir olaylarinda, hiicresel homeostazin
saglanmasinda ve organ biiyiikliiklerinin korunmasinda onemlidir. Tablo 2.4’ te
apoptozisin arttig1 ve azaldigi durumlarda olusan hastaliklar izlenmektedir (37).

Apoptozis hiicre i¢cinden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Hiicre icinden veya disindan gelen
sinyaller, kaspazlar1 aktive eder. Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak,

hiicre i¢i degisikliklere neden olur. Sonugta cesitli morfolojik ve biyokimyasal
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ayrilir.

Apopitotik cisimler fagositoz yoluyla yok edilirler (35).

Tablo 2.4. Hastaliklarda apoptozisin rolii

Apoptozisin artmasiyla ilgili hastaliklar

Apoptozisin azalmasiyla ilgili hastaliklar

1.Norodejenaratif bozukluklar

Alzheimer hastalig1

Amyotrofik lateral skleroz

Creutzfeld-Jakob hastaligi
Huntington hastalig
Parkinson hastaligi
Retinitis pigmentosa

Spinal muskular atrofi

1. Kanser
Blastom
Karsinom
Losemi
Lenfoma
Malign gliom
Sarkom
Seminom

2. Hematolojik bozukluklar
Aplastik anemi
Fanconi anemisi
Hodgkin hastalig1
Myelodisplastik sendromlar
Polycythemia vera

2. Premalign hastaliklar
Ataxia telangiectasia
Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myelodisplastik sendromlar
Xeroderma pigmentosum

3. Otoimmiin bozukluklar
Fulminant hepatit
Graft-versus-host hastalig
Hashimoto tiroiditis
Insiiline bagiml diyabet
Multipli skleroz
Romatoid artrit
Skleroderma
Sjogren sendromu

3. Otoimmiin bozukluklar
Otoimmiin lemfoproliferatif sendrom (tip Ive II)
Sistemik lupus erythematosus

4.iskemik yaralanma
Iskemi ve reperfiizyon
Bobrek enfarktiisii
Miyokardial enfarktiis
Inme

4. Ateroskleroz

5. Toksinlere bagh hastaliklar
Alkole bagli hepatit
Pulmonar fibrozis
Sepsis

5. Metabolik bozukluklar
Niemann-Pick hastaligi
Osteoporozis
Wilson hastaligi

6. Bakteriyal ve viral enfeksiyon
Kazanilmig immiin yetersizlik sendromu
(AIDS)
Ebola viriisii
Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori
Neisseria meningitis
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

6. Viral enfeksiyonlar
Adenoviruses
Baculoviruses

Epstein-Barr Virus
Herpesviruses
Poxviruses

7. Digerleri
Travmatik spinal kord yaralanmasi
Tiimor karsi-atagl (immiin ayricalik)




16

Apoptozisin Onemi

Insan viicudunda her saniyede 100 000 hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hiicre apoptozis ile oliir (38). Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir
siirectir. Programlanmig hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve eriskin 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 (39). Barsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin oldiiriilerek
uzaklastirilmast apoptozise Ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya
organizma icin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin
viriisle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu
ile ortadan kaldirilir (39,40). Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabilecekleri icin bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile
oldiiriilmesi biiyilk onem tasimaktadir (41). Apoptozis, doku gelisimi esnasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de rol alir. Ornegin bocek ve amfibilerin
metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek
de memelilerde sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmis hiicre 6limidiir.
Fazla sayida iiretilen noronlarin %50’den fazlas1 programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
ortadan kaldirilir. Ayrica akut hiicre hasar1 durumunda da apoptozis rol almaktadir

(39).

Apoptoziste Hiicre Morfolojisi

Apoptozis, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine, daginik
olarak tek tek hiicrelerde ortaya cikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.
Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra pargalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha diffiiz
goriinimdedir. Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriiniim olugur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’min endoniikleaz ile olduk¢a oOzgiill sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp. (baz c¢ifti) biiyiikliigiinde pargalara

ayrilmasidir. Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’’ olarak isimlendirilen
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merdiven seklinde bir goriiniim olusur (42). Normalde bir hiicrede birbirini takip
eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklagik 300 000 kirilma meydana gelir ve
hiicre onarimi yapilamaz. Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme
bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde
biiziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’iinii kaybederler. Bu goriiniim,
muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallari ve pompalarinda
aktivasyonun bozulmasina baglidir. Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde
edilen kesitler 151k mikroskopunda incelendiginde, hiicreler, etrafinda agik bir halo
ile goriilmektedir Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve
hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (43).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin  tanminmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina go¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir (44).

Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, Ultraviole 1s1ik gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu
olusan istenmeyen bir siirectir. Hiicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu
sonucu hiicre icerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de

etkilenir (45).

Apoptozis Sinyalinin Olusumu

Apoptozisin indiiklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldig
bilinmektedir. Bunlar “ekstrensek’ hiicre dis1 ve “intrensek’’ hiicre i¢i sinyal
yollaridir. Ekstrensek yolda hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas
Ligant (FasL) ve tiimor nekrozis faktor (TNF) isimli proteinlerdir. intrensek yolda
memeli hiicrelerinde major apoptotik sinyal yolu mitokondrialdir ayrica son
zamanlarda endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (46).

Apoptozis sinyal yolu olusumunda intrensek ve ekstrensek sinyal yolu

tetikleyicileri Sekil 2.3’ te sematize edilmistir.
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EESTRENSEE SINTVAL YOLU INTRENSEK SINYAL YOLU
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I Death domain

Sekil 2.3. Intrensek ve ekstrensek sinyal yolu tetikleyicileri (46).

Ekstrensek Sinyal Yolu

Fas Ligant (FasL) ve TNF; hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler,
Fas Ligant (FasL) ve tiimor nekrozis faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii
olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre
olimii gerceklesir. Sitokinler protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik
reseptorlere baglanarak hiicre cogalmasi ve farklilagmasini kontrol eder. Sitokinler,
yapisal ozelliklerine gore; sitokin bagiml biiylime faktorii, TNF ve helikal sitokinler
olmak iizere ii¢ alt grupa ayrilirlar (47). Onemli bir apoptotik faktor olan Fas Ligand
(FasL), TNF ailesinin bir iiyesidir (48). TNF, hedef hiicredeki TNFR-1 (Timor
nekrozis faktor reseptor—1) ve TNFR-2 (Timor nekrozis faktdr reseptor—2) adhi
reseptorleri ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, sitotoksik T lenfositlerde
(CTL) ve natural killer (NK) hiicrelerde bulunur. Hedef hiicrede bulunan reseptorii
Fas ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, Tip-Il membran proteini gibi
sentezlenir. FasL.’in N terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana
dogru uzanmaktadir (49). Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz

enzimleri araciligi ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gecen
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formlart1 mevcuttur. Bu serbest formlarina, solubl TNF ve solubl FasL adi
verilmektedir (50). Solubl formda bulunan TNF ve FasL’da apoptozisi aktive
etmektedir. Ancak membrana bagli TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini aktive

etmekte solubl formlarindan daha etkili olduklar1 saptanmistir (Sekil-2.4) (51).

Ligand
(FasL, TNF-=, TRAIL)

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRS, ..}

Hiicre membram

Adaptors
(FADD, TRADD)

Frocaspase-8

‘-!-n_b
= Activation of

Caspases-3, 6, -7 = , b\ pTO7IS

active Caspase-8

Sekil 2.4. Fas ve TNF 6liim reseptor ve aktivatorleri (51).

Intrensek Sinyal Yolu
Mitokondriyal yolak; memeli hiicrelerinde major apoptotik sinyal yolu
mitokondrialdir. Radyasyon, toksinler, 1s1 artisi, cogu kemoterapdtik ajan, timor
supresor genler, DNA hasari, viral virulans faktor ile intrensek mitokondrial yolak
iizerinden apoptotik siirecin baglamasina neden olurlar (Sekil 2.5) (52).
Sitokrom-C, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport
zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlasilan Onemiyle apoptozis siirecinde
merkezi bir konuma oturmustur. Bu yilizden de sitokrom-C’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir
doneme girildigini isaret eder. Sitokrom-C mekanizmast heniiz tam olarak
aydinlatilamamis bir sekilde mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (AIF) ile
birlikte sitoplazmaya salimir. Sitokrom-C sitoplazmik protein olan Apaf-1

(apoptotic protease activating factor—1)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan
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ATP’nin de katilimiyla Apoptozisom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline doniismesini saglar. Aktif
kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’i aktive eder. Aktif kaspaz 3,
kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (/CAD) inaktiflestirir, boylece
ICAD’iiniin bagladig1 kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve
bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna

ve oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna neden olur (53).

A. Mitokondrial sinyal yolu ve Kaspaz aktivasyonu

(‘@[}. Cyto c release
Apoptotic > Formation of » Activation of
Stimulus > c Mitochondria 3 > ] .. | the Apoptosome Caspase-0
(P n

B.Apoptozom formasyonu ve aktivasyonu

Pro-
Caspase-9

Apoptosome

Sekil 2.5. Intrensek apoptotik sinyal yolu (52) .

Endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptozis olusturulmasi; son zamanlarda
amiloid P norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagimli endoplazmik
retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (54). Bu yol mitokondrial/sitokrom-C
ve oliim reseptor aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER hiicre i¢i kalsiyum
dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini iceren bir¢ok siirecte kritik
oneme sahiptir. Kaspaz—12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis
icin esas teskil eden bir kaspazdir. Ca™ seviyesinin yiikselmesi ve kalpainin
endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz—12 aktiflenir. Ayrica kaspaz—7
salinimi ile de prokaspaz—12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur. Aktiflenmis

kaspaz—12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz—9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik
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kaspaz kaskadim aktive eder. Son caligmalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin
kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir (55).

Apoptozis Siirecini Baslatan Diger Nedenler

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit
olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53 bir pro-apoptotik bcl—
2 ailesi iiyesi olan bax’1in indiiksiyonuna yol agararak apoptozisi baslatir. p5S3 bax’in

indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS gibi hiicre yiizey oOliim reseptorlerinin

indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir (56).

Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem

mitokondri hem plazma membrani hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara
bagh olarak da baslatilabilir (Sekil 2.6) (56).

(1) Reseptor-ligand etkilegimleri
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Sitoplazmik kabarcrk

Sekil 2.6. Apoptozisteki olaylarin sematik goriiniimii (56).

Apoptozis biiyiime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.

Hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum achigina (serum starvation)
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maruz birakilirlarsa apoptozisle oliirler. Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici
bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagh olarak gerceklesir. Ayrica, bir pro-
apoptotik (apoptozis uyarici) ve bir bel-2 ailesi iiyesi olan Bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baslatic1 bir faktdr olan
sitokrom-C’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gerceklesir (56).

Apoptozisi baslatan bir baska neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden
saliverilen Granzim B’lerin (GrB) hedef hiicrede (6rnegin viriisle enfekte hiicre veya
kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir. Granzim B bir serin proteaz
enzimidir. Sitopldzma icine alinan GrB, hem pro-kaspas 10’u hem de pro-kaspas 3
ve pro-kaspas 7’yi aktive eder. Aktive olmus pro-kaspas 3 bir yandan dogrudan
seliiler proteolizi baslatirken bir yandanda pro-kaspas 7 iizerinden seliiler proteolizi

baslatir (56, 57).

Apoptoziste Hiicre I¢i Sinyal Iletiminin Regiilasyonu

Ca'™ : Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca™ apoptoziste
de rol oynar. Hiicre icindeki Ca*™ iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise
gotirmektedir.  Kalsiyum  iyonlar1  endoniikleaz  aktivasyonunda,  doku
transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda
ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler (44, 56).

Kaspazlar (CASPASES-Cysteine dependent Aspartate specific Proteases);
zimojen (inaktif prekiirsor) olarak stoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde
sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir. Su
ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu da apoptoziste rol almaktadir. Kaspazlar
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad (selale tarzi reaksiyon dizisi)’a neden
olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatict kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da
(Kaspaz 3, 6, 7) efektdr kaspazlar olarak bilinir. Baslatic1 kaspazlar apoptotik
uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar
ise ilgili proteinleri Ornegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer
membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan Poli ADP-Riboz Polimeraz
(PARP)"1 parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden
olurlar. Ik tanimlanan enzim ICE (interlokin 1-B doniistiiriicii enzim)’dir ve

prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom C’nin stoplazmaya
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saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar
da sitokrom-C’nin saliverilmesine neden olabilirler (58,59).

Kaspazlarin aktivasyonu; Inaktif (zimojen) formadaki kaspazlar kirilarak
aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey
0lim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz—9 baglayici protein olan Apaf’nin
oligomerize olmak {iizere indiiklenmesiyle gerceklesir. Apaf-1’in indiiksiyonu ise
sitokrom-C’nin ~ mitokondriden  saliverilmesi  ile  gerceklesir. ~ Apaf-1’in
oligomerizasyonu kaspaz—9 monomerlerinin bir araya getirilmesini saglar. Boylece
aktiflesen kaspaz—9 kaspaz-3’ii aktiflestirir. Mitokondriden ayrica AIF (Apoptozis
indiikleyici faktor) saliverilir (58,59).

Mitokondri

Apoptozisi baslatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom-C’nin mitokondriden
stoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversebl basamaktir. Mitokondrinin

aktivasyonuna yol acan en 6nemli faktor bcl-2 ailesidir.

Bcl- 2 ailesi

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olur. Boylece
malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki

grupdan olugur (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Bcl-2 ailesi

Bcel-2 Ailesi

Apoptozisi Baskilayanlar Apoptozisi Indiikleyenler
e Bcl-2 o Bfl-1 e Bad * Bcl-xs
e BclxL e Brag-1 e Bax e Bik
e BHRL-1 e Mcl1 e Bak e Hrk—1
e Bcl-w
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Bu gruplardan biri pro-apoptotik yani apoptozisi indiikleyici (Bax, Bad, Bid,
v.b.), etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik yani apoptozisi baskilayict (Bcl-2,
Bcl-X1) etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom-C’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. ~Anti-apoptotikler ise sitokrom-C
saliverilmesini baskilarlar.

Bcl-2 6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu
diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyari alimmasi halinde
mitokondri membranina baglanir, burada kiiciik delik¢ikler “pore” olusumunu
indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonugda sitokrom-C ve
apoptozis indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’iin mitokondriden sitozole ¢ikmasini

saglar (Sekil 2.7) (56).

APOPTOZIS

Mitokondrial
Dis Membran

Sekil 2.7. Bax/ Bcl-2’nin etki mekanizmasi (56).

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

TNF-0, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktani bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immiin
kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salinimini uyarmaktadir. TNF-0, endotel

aktivasyonuna yol acarak, nitrik oksit (NO) salimmini ve inflamasyonu koriikler,
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prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve
lIokositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salinimina yol agar (60).

TNF-a ayrica, apoptozisin ekstrensek yolaginda, ozellikle kaspaz-3
aktivasyonunda 6nemli rol oynadigi gibi, intrensek apoptozis yolaginda da baslangig¢
kaspazlarin1 aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu goézlenmistir. Proapoptotik bir
sinyal olarak kabul edilen TNF-o’'nin antagonistleri, antiapoptotik etkinlik

gostermektedirler (61).

Apoptozisin Genetik Kontrolii

Coenorhabditis elegans isimli bir nematod ile yapilan calismalar sonucunda
goriilmiistiir ki her hiicre hayatta kalabilmek icin oliimii engelleyici mesaj (Egl-1)
yollayabilecegi gibi Oliimii baslatict mesaj da yollayabilir (Ces-1 ve Ces-2).
Apoptotik sinyal yandaki hiicreden gelebilecegi gibi hiicrenin kendinden de gelebilir
(56,62). Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-myc, p-53, Rb
(retinoblastoma) ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve

tiretimini sagladiklar1 proteinler de ayni adlarla anilmaktadir (62,63).

Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 6zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn: aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gére belirlenen
apoptozis, 80'li yillarmm sonuna dogru DNA kiriklarimin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslandi. 90'1larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulundu. Bdylece kaspaz aktivasyonlarimin 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 {iizere 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
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2.6’ da gosterilmistir (64).

Tablo 2.6. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Isik mikroskobu: H&E, Giemsa
Floresan mikroskobu

Elektron mikroskobu

Faz kontrast mikroskobu

Morfolojik goriintiileme yontemleri

Anneksin V Yontemi
TUNEL Yontemi:
M30 Yontemi
Kaspaz—-3 Yontemi

Immunohistokimyasal yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi
e "Western" Blotting

Biyokimyasal yontemler ) )
e "Flow" Sitometri

Immiinolojik yontemler e ELISA
¢ Flourimetrik Yontem

Molekiiler biyoloji yontemleri * DNA Microarrays

TUNEL Boyama Yontemi

TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase biotin - dUTP nick end
labeling kelimelerinin kisaltmasidir.

Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalanarak, birdenbire hiicre
icerisindeki kromatin ag, biitiinliigiinii kaybeder ve 3’-OH iceren DNA
parcaciklarinin sayist ¢ok yiikselir. Hiicrede terminal deoxynucleotidyl transferaz
(TdT) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP’yi, parcalanmigs DNA pargaciklarinin
serbest 3’-OH uclarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parc¢aciklari ortama
FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde goriiniir hale
gelirler. Bu yontem tek tek hiicrelerde insitu apoptozisi gosterebildigi icin hiicre

kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Kan hiicreleri gibi sayica




27

cok olan hiicrelerde kantitatif sonuglar elde etmek i¢in, ayn1 TUNEL teknigi flow-
Cytometry’ye uygulanabilmektedir. Tek farki floresans okuma sisteminin flow-

Cytometry’de olmasidir (56).

2.7. Leptin

1994 yilinda Zhang ve arkadaglan tarafindan kesfedilen leptin, adim Latince
leptos (ince) kelimesinden alan, sitokinlere benzeyen ve 167 aminoasit iceren protein
yapisinda bir hormondur. Molekiil agirligi 16 kDA’dur ve viicutta bircok alanda
fonksiyon gordiigii tespit edilmistir (65,66).

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) ob/ob geni’nde
kodlanmustir. Leptin ekspresyonu sadece adipdz doku tarafindan degil diger doku ve
organlar tarafindan da yapilir ve diger sitokinler gibi ¢ok cesitli hiicre tiplerinde
pleitropik etkiler yapar(67,68). Kanda iki formda bulunur; serbest ve proteine bagl.
Leptin’in aktivitesinden serbest formun sorumlu oldugu diistiniilmektedir(69,70).
Leptinin yar1 omrii insanlarda yaklagik 25 dakika, sicanda 3 ile 10 dakika aras1 (71)
farelerde ise 1-3 saat arasindadir (72). Leptin seviyesi 6gleden sonra yiikselmeye
baslar ve gece yarisindan sonra pik yaparak giin dogumuna dogru en alt seviyelere
iner (73). Sican ve insanlarda leptin biiyiik 6l¢iide bobrekler ve karaciger tarafindan

itrah edilir (74).

Leptin Reseptorleri

Leptin reseptorleri OB-Rb (uzun reseptorler) ve OB-Ra (kisa reseptorler)
olmak tizere iki gruba ayrilmistir. OB-Rb reseptorleri sinyal transdiiksiyonu
kapasitesine sahiptirler ve en ¢ok hipotalamusta (niikleus arkuatus) bulunmalarina
ragmen viicudun diger dokularinda da (akciger, bobrek, karaciger, iskelet kasi, kalp,
testis, hematopoetik hiicreler, yag dokusu) daha az miktarlarda saptanmislardir.
Yapilan ¢aligmalarda kisa form reseptorlerin (OB-Ra) intraselliiler sinyal i¢in gerekli
olan segmentlerin tiimiinii tasitmadiklar1 ve bu nedenle sinyal iletiminde rollerinin
cok az veya olmadig1 goriilmiistiir. OB-Ra reseptorlerinin bulundugu baslica dokular
ise bobrek, akciger, pleksus koroideus ve beyin kapillerleridir. Beyin kapillerleri ve
pleksus koroideus’da OB-Ra reseptorlerinin bol olarak bulunmasi, kisa form
reseptorlerin leptinin merkezi sinir sistemine transportunda Onemli gorevleri

oldugunu diisiindiirmektedir (75).
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Leptin reseptoriine baglandiktan sonra diger sitokinler gibi JAK-STAT
(Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) sinyal
transduserini aktive eder ve daha sonra STAT ve MAP kinaz aktivasyonu yaparak
etkisini gosterir (Sekil 2.8). Leptin ayrica insiilin ile beraber arkuat nukleusta

fosfatidilinozitol 3 kinaz1 (PI3K) stimiile ederek etkisini gosterir (76).

STAT3

C-fos
AT-3 induced geanes

S0CS-3

ucleus

Sekil 2.8. Leptin reseptoriiniin aktivasyonu (75).

Leptin Sentezi ve Sekresyonunun Regiilasyonu

Leptin baglica adipositlerde sentezlenir, yag hiicresinde ob-gen tarafindan
mRNA'ya kodlanarak iiretilir (76). Leptinin deri alt1 yag dokusu hiicrelerinde mRNA
miktar1 visseral yag dokusuna gore 2 misli fazladir ve yag hiicresinden salgilanmasi
b3 adrenerjik reseptorler aracilig ile olur.

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi
(VKI) olsa da bir ¢ok faktor leptinin regiilasyonunda rol almaktadir (77). Yemek
esnasindaki insiilin sekresyon piki sonrasi leptin ekspresyonu artar. Bununla beraber
insiilin adiposit kiiltiirlerinde leptin expresyonunu direkt olarak sitiimiile eder. Insiilin
eksikliginde leptin diizeyi diisiik olup insiilin tedavisiyle leptin diizeyi yiikselir (78,
79) (Tablo 2.7).



Tablo 2.7. Leptin sentezini etkileyen faktorler.
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Sitiimiile Edenler

inhibe Edenler

Besin alinimi

Tiroid hormonlari

Insiilin Biiyiime hormonu
Glukokortikoitler Somatostatin
Prolaktin Yag asitleri

= Ostrojenik hormonlar = Katekolaminler

= TNF alfa (akut) * Androjenik hormonlar

= Ates = TNF alfa kronik

= Endotoksemi = Achk

= Metil p tirozin = Egzersiz

= Uzun siire soguga maruz kalma

Leptin kadinlarda erkeklerden daha yiiksek bulunur. Kadinlarda yag
dokusunun fazla olmasi ve erkeklerde testosteronun leptin sekresyonunu inhibe
etmesi bu seks farkliliginin nedenleri olarak diistinilmektedir. Yar1 omrii 25
dakikadir ve obezlerde yar1 émrii degismez (80,81). Leptin sekresyonu menstrual
siklus siiresince degisiklige ugrar. Follikiiler fazda diisiik iken ovulasyonda pik yapar
ve luteal faz boyunca yiiksek seyreder ve menstruasyonun baslamasiyla birden

plazma diizeyleri diiser (82,83).

Leptinin etki mekanizmasi

Leptin viicut yag kitlesi ile orantili olarak dolasimda bulunur ve santral sinir
sistemine de plazma seviyeleri ile orantili olarak gecer. Leptinin ana etki
mekanizmasi bir¢ok hipofizer hormonun regiilasyonunda gorev alan ve asil etkisi
istah1 artirmak olan noropeptid-Y nin arkuat niikleus’dan salinimi ve ekspresyonunu
inhibe etmektir (84). Bununla birlikte yapilan calismalar leptinin diger birtakim
mediyatorler ile de etkilesim i¢inde oldugunu ve kompleks bir iletisim ag1 oldugunu
gostermistir. Bu mediyatorler baslica anabolik ve katabolik olarak ikiye ayrilabilirler.

Anabolik olanlar (noropeptid-Y gibi) giinlik gida alimim arttirdigr gibi enerji
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harcanmasini da azaltarak pozitif enerji dengesine neden olurlar. Katabolik olanlar
ise gida alimim azalturlar ve enerji harcanmasim arttinrlar.  Katabolik
mediyatorlerden ilk tanimlanan ve en 6nemli olan1 bir melanokortin ailesi iiyesi olan
melanosit  stimiilan hormon (MSH)’dur.  Pro-opiomelanokortin ~ (POMC)
prekiirsoriinden olusan bir molekiill olan MSH, melanokortin reseptdr ailesinin
bircok {iiyesi icin liganddir. Bu iiyelerden en ©nemlileri primer olarak beyinde
sentezlenen melanokortin 3 reseptorii (MC3R) ve melanokortin 4 reseptorii
(MC4R)’diir. Genetik olarak MC4R defektli farelerin obez oldugu ve bu reseptoriin
sentetik agonistinin verilmesi ile gida aliminin baskilandiginin gosterilmesi, MC4R
izerinden sinyallerin gida alimim ve yag dokusundaki artist sinirlandirdigini
gostermistir. MC3R’deki genetik eksiklik viicutta fazla yag depolanmasina neden
olsa da bu etki 1limh bir etkidir ve artmis gida alimi1 s6z konusu degildir. POMC
noronlan niikleus arkuatus’da noropeptid-Y’ye olduk¢a yakin bulunurlar ve leptin

tarafindan regiile edilirler (85).
Leptinin Etkileri

Besin Alinimi ve Enerji Metabolizmasina Etkileri

Leptin, beyinde kilo alimina neden olan anabolik sinyal iletimini inhibe
ederek, enerji harcanmasini arttiran katabolik sinyal iletimini de aktive ederek fazla
kilo alimina engel olur. Leptinden baska gastrointestinal sistemden de 6giin boyutunu
ve sikligim diizenlemek icin beyine sinyaller gelir. Bunlarin bir kismi direkt olarak
gastrointestinal traktusun gerilmesi sonucu mekanik impulslarla gelirken, biiyiik
cogunlugu vagus sinirinin afferent dallar1 ile ulasir. Vagusla ulagan hormonal
doygunluk sinyalinden ilk bulunanmi ve en Onemlisi kolesistokinin’dir. Leptin ayni
zamanda kolesistokinin ile uyum i¢inde calismaktadir. Leptin kolesistokinine olan
duyarliligr da arttirir ve bdylece 6glin hacmi azaltilmis olur (85). Leptin yemek
yemeyi azaltarak kilo kaybettirir ve enerji harcanmasin arttirir. Bu nedenle leptine
anti-obesite hormonuda denilmektedir (86).

Plazma insiilin seviyesiyle leptin konsantrasyonu arasinda bir korelasyon
vardir. Yapilan ¢aligmalarda uzun siireli hiperinsiilinemide plazma leptininin arttig1
bulunmustur. Insiilinin leptin iiretimini yag hiicresinde ob-geni stimiile ederek

indirekt yolla arttirdigr soylenebilir (87,88). Leptin yoklugunda hayvanlarda ve
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insanda obezite ve tip-II diyabet gelistigi bilinmektedir. Leptinin tip-II diabetes

mellitusta insiiline diren¢ gelisiminde rolii vardir (89).

Hematopoez ve Immiin Sisteme Etkileri

Hematopoetik dokularda ve embriyonik gelisim donemlerindeki “stem”
hiicrelerinde leptin reseptorlerinin  gosterilmesi leptinin hematopoezde rolii
olabilecegini diisiindiirmiistiir (90). Kemik iligindeki adipositlerde leptin sekresyonu
gosterilmis ve leptinin hematopoezisde Onemli rol oynadigi saptanmistir. Kok
hiicrelerin diferansiyasyonunda ve osteoblast olusumunda ©nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Leptin, 16kosit sentezini uyarir ve eritropoetin hormonunun
eritrositlere olan etkisini arttirir (91). Tipki bakteriler gibi leptin de makrofajlar
aktive ederek fagositozu giiclendirir ve onlardan pro ve anti-inflamatuar sitokin
salinimini uyarir (92). Leptin, cesitli hiicre tiplerinde proliferatif ve anti-apoptotik
etkiler gosterir (93). Leptinin CD4+ helper T hiicrelerinde stimiilasyon etkisi ile
proliferasyonu artirdigir gosterilmistir. Leptin, Th2 yanitim inhibe ederken Thl
yanitini destekler (Sekil 2.9) (94).
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Sekil 2.9. Leptinin hematopoez ve immun sisteme etkileri (92).
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Leptin, enfeksiyon ve otoimmuniteye duyarliligin dengelenmesinde 6nemli
role sahiptir (94). Leptin yetmezlikli hastalarda immiin sistemde degisiklikler oldugu
saptanmis olup, ayrica bu hastalarda antioksidan koruma sisteminin bozuk oldugu da
gosterilmistir. Ekzojen leptin verilmesinin, leptin yetmezligi veya diisiikk leptin

diizeyi ile iligkili immunolojik bozukluklar1 diizelttigi bildirilmistir (93).

Anjiyogenez

Obezitenin gelisme ve diizelme (zayiflama) fazlarinda, leptindeki artma ve
azalmalara paralel olarak yag dokusunun vaskiilaritesinde de fizyolojik olarak
artmalar ve azalmalar oldugu saptanmistir. Bu da leptinin anjiyogenezde bir lokal
regiilator olarak davrandigimi diisiindiirmiistiir (95). Leptin reseptorleri damar endotel
hiicrelerinde mevcuttur ve anjiogenezisi arttirir. Leptin, normal rat korneasinda yeni
damar olusumuna neden olurken leptin reseptorii yetersiz olan Zucker fa/fa rat
korneasi i¢in etkisiz olmustur (96). Hem in vitro hem in vivo c¢alismalar, leptinin
anjiyogenezi ilerletici aktivitesi oldugunu gostermistir. Bununla beraber ob/ob
farelere sistemik veya topikal olarak leptin verilmesi anjiyogenezi etkilemeden yara

iyilesmesini hizlandirmaktadir (97).

Metabolizma

Leptinin metabolizma iizerine iyi bilinmeyen ve olasilikla oldukca kompleks
etkileri vardir. Az gida alim1 hem yag kitlesi hem yagsiz kitlede kayba neden olur.
Leptin tedavisi ise adipoz dokuda lipolizi arttirir fakat yagsiz dokuya etki belirgin
degildir (98). Leptin, yag asidi sentezinde hiz sinirlayici enzim olan Asetil Ko-A
karboksilaz aktivitesini inhibe ederek yag asidi ve trigliserid sentezini azaltip lipid
oksidasyonunu artirir (99). Yiiksek doz leptin pankreasin 3 hiicrelerinden insiilin
salinimi iizerine inhibitor etki gostermektedir (100). Leptin, tiroid hormonlarinin
seviyesini ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak kenetlenmeyi bozucu
protein (UCP) olusumunu ve sonugta termogenezi (ATP sentezi yerine 1s1 aciga

¢cikmasimi) arttirir (96).

Obezite
Leptin eksikliginin obezite ile sonuglandigi giiniimiizde artik oldukga iyi

bilinen ve kabul edilmis bir gercektir. Ob/ob farelerdeki ‘“nonsense” bir mutasyon
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obezite, artmis gida alimi (istah) ve diyabet gelismesi ile sonuclanmaktadir ve ayni
farelerde adipositlerden leptinin sentez ve sekresyonunun bozuk ve yetersiz oldugu
da saptanmistir (95). Benzer sekilde leptine diren¢ gosteren db/db fareler de
obezdirler (101) ve tipki ob/ob fareleri gibi bunlarda da leptin yeterli fonksiyon
gosterememektedir. Obez insanlarda leptin geninde heniiz farelerdeki gibi bir
mutasyon saptanamasa da serum leptin konsantrasyonlar obezite gostergeleri olan
viicut kitle indeksi (VKI) ve viicut yag kitlesi orani ile pozitif bir korelasyon
gostermektedir (102). Ob/ob farelere rekombinant leptin verilmesi ile gida alimi
(istah), viicut kilosu, insiilin ve glukoz konsantrasyonlarinin azalmasi goriiliir, oysa
db/db farelere (leptin rezistansi) leptin verilmesi ile herhangi bir etkinin goriilmemesi
obezitede asil sorunun leptin eksikliginden cok leptin rezistansi oldugunu
disiindiirmektedir. Obez insanlarin  biiyiikk ¢ogunlugunda serum leptin
konsantrasyonlar yiiksektir ve kilo verimi ile tekrar azalir (103). Ayrica obez
insanlardaki plazma leptin konsantrasyonlar1 her ne kadar obez olmayanlara gore 5
kat kadar yiiksek olsa da serebral sividaki leptin konsantrasyonlarinin sadece cok az
yiiksek olmasi leptin rezistansimi kolaylastiran hiz sinirlayici faktoriin santral sinir

sistemine leptin transportundaki defekt oldugunu gostermektedir (104,105).
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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 21.01.2009 tarihli
81-1 sayili etik kurul karariyla yapildi.

3.1. Hayvanlar ve Diyet
Calismada TICAM’dan temin edilen 5-6 aylik, agirliklart 250-300 gr.
arasinda degisen her iki cinse ait Spraque-Dawley tiirii sicanlar kullanilmistir.
Sicanlar standart sanayi yemi ve musluk suyu ile beslenmistir. Calisma 3 gruptan
olusmustur ve her bir grupta 6 adet sican olacak sekilde toplam 18 adet sican
kullanilmustir.
Grup 1. Kontrol Grubu (n=6)
Grup II. CCl4 Grubu (n=6)
Grup III. Leptin + CCly Grubu (n=6)
Sicanlar yeni ortam ve kosullarina uyum saglamalar1 igin kafeslere

yerlestirildikten bir hafta sonra deneye baslanmistir.

3.2. Deney Protokolii

1. gruptaki (kontrol grubu) sicanlara 0,8 ml/kg, i.p. (intraperitoneal) yolla
zeytinyagi, 2. gruptaki (CCls grubu) sicanlara 0,8 ml/kg, i.p. yolla CCly: zeytinyagi
karisimi (1:1 hacminde) ve 3. gruptaki (Leptin + CCly grubu) sicanlara 0,8 ml/kg, i.p.
yolla CCly: zeytinyagi karisimi (1:1 hacminde) uygulanmasindan 6 saat sonra Leptin
(10 ug/kg; Sigma L4146, Chemical Co. St. Louis, MO, USA.) i.p. olarak uygulandu.
Daha sonra siganlar kendi kafeslerine konarak beslenmelerine devam edildi.

24 saat sonra, 8 saatlik aclig1 takiben subkutan (sc) olarak 50 mg/kg Sodyum
Pentotal anestezisi altinda biitiin sicanlara laparatomi yapilarak intrakardiyak
girisimle yaklasik 3 ml kan ornegi alindi ardindan ratlarin karacigerleri ¢ikarilarak
sicanlar dekapite edildi.

Cikanlan karaciger dokusunun bir kismi soguk %0,09 NaCl ile yikanip
aliiminyum folyo igine sarilarak -80 C° ’de muhafaza edildi. Dondurulan &rnekler
oda 1s1s1nda ¢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
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muhafaza edildi. Dondurulan serum ornekleri oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra serum

AST, ALT, ALP ve TNF-a diizeyleri ol¢iildii.

3.3. Biyokimyasal Degerlendirme:

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 kullanildi.

Serum ve dokuda TNF-a, Biosource firmasina ait ELISA kitleri kullanilarak
olciildii. Doku MDA diizeyleri ise Agilent 1100 Series marka HPLC sisteminde
Chromsystems Diagnostics (Munich, Germany) firmasina ait kolon ve Kkitler
kullanilarak ol¢iildii. Titm doku Orneklerinde sonuglar gram doku proteini basina
verilmigtir. Doku proteinleri Fluka marka kit ile spektrofotometrik olarak
Olctilmiistiir.

Serum ALT, AST ve ALP diizeyleri Hithachi Modular P Otoanalizériinde

Roche Diagnostic Firmasina ait kitler ile ¢caligildi.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Incelenecek olan karaciger dokulari, notral formalinde 24 saat fikse edildikten
sonra, doku takip cihaz1 ile rutin histolojik takipleri yapildi. Parafin bloklan
hazirlanan dokularin her birinden 4 pm kalinligindaki seri kesitler, poly-L-lysin kaplh
lamlara alindi. Parafin bloklardan elde edilen kesitlere iki degisik histolojik boyama
yontemi uygulandi.

Karacigerlerin genel yap1 oOzelliklerini ortaya koymak i¢in Hematoksilen-
Eozin (H&E) boyama  yontemi  kullanmildi.  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, interselliller siir kaybi ve hepatik kordlardaki bozulma skorlanarak
degerlendirildi.

Apoptozis gosteren hiicreleri belirlemeye yonelik TUNEL boyamas yapildi.
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TUNEL Boyama Teknigi

Kullanilan kit: ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
S7101- Chemicon International. USA & Canada.

a. Kesitler 6nce 3 kez degistirilen ksilollerde 15’er dk. bekletildiler ve
deparafinize edildiler. Daha sonra sirasiyla;

b. 2 kez %100 alkolde 5’er dk. tutuldular.

c. %95’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

d. %70’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

e. PBS soliisyonunda 5 dk. yikandilar.

f. Proteinaz K soliisyonunda oda 1sisinda 15 dk. tutuldular.

g. 2 kez degistirilmis distile suda 2’ser dk. yikandilar.

h. %3’liikk Hidrojen Peroksidaz icerisinde oda 1sisinda 5 dk. tutuldular.

i. PBS icerisinde 5-10 dk. calkalandilar.

Jj- Equilibration Buffer icinde oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildiler.

k. Kesitlere TdT enzimi uygulanarak etiivde 37 derecede nemli ortamda 1
saat tutuldular.

L. 3 kez degistirilmis PBS soliisyonunda 1’er dk. olmak iizere bekletildiler.

m. Oda 1s1sindaki kesitlere anti-digoxigenin peroksidaz damlatilarak iizerleri
plastik coverslip ile kapland1 ve oda 1si1sinda nemli ortamda 30 dk. bekletildiler.

n. 4 kez degistirilen PBS soliisyonunda oda 1sisinda 2’ser dk. yikandilar.

o. Kesitler iizerine DAB soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildiler.

p. Kesitler 3 kez degistirilmis distile suda 1’er dk. yikand1 ve son distile suda
5 dk. tutuldular.

g. Metil Green’de 10 dk. boyandilar.

r. 3 kez degistirilmis distile suda 30’ar saniye calkalandilar.

s. Kesitler 3 kez degistirilmis %100 likk butanolden hizli bir sekilde
calkalanarak gecirildiler.

t. Xylol I'de 2 dk. , Xylol II’de 2 dk. ve Xylol III’de - 5 dk. bekletildiler.

u. Kesitler en son olarak iizerlerine kapatma mediumu damlatilarak
kapatildilar.

Kesitler DP70 dijital kamera ekli Olympus marka fotomikroskop ile

goriintiilendi. Her bir sigana ait rasgele secilmis 25 parafin kesitte X40 objektif ile 50
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alanda, okiiler mikrometresi yardimiyla, kahverengi boyanmis apoptotik hiicreler
sayildi. Her bir sicana 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 karsilagtirildi.

3.5.istatiksel Degerlendirme

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

Karaciger Orneklerinde Oolgiilen serum ALT, AST, ALP ve TNF-a
diizeylerinin ve doku MDA ve TNF-a diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik
TUKEY HSD coklu 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.



4.1. Biyokimyasal Bulgular

Serum AST, ALT, ALP, TNF-a Diizeyleri

4. BULGULAR
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Kontrol grubunun, CCly ile toksik karaciger hasari olusturulan grubun ve

hasar sonrasi leptin tedavisi yapilan grubun serum AST, ALT, ALP, TNF-a degerleri

Tablo-4.1’de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Gruplara gore serum AST, ALT, ALP ve TNF-a degerleri

Sican AST ALT ALP TNF-a
SERUM | No (U/L) (U/L) (U/L) (pg/ml)
« ! 567 313 260 5.51
o 2 207 280 264 7,32
N 3 221 109 303 7,23
. 4 491 302 547 438
0 > 360 139 562 4,77
s 6 701 341 311 4,99
! 1695 762 874 8.3
2 2662 644 695 11,73
3 1789 873 665 8,34
cCl 4 775 651 666 9,27
> 1552 880 780 19,73
6 1695 762 661 13
! 1127 378 427 7,76
CCly 2 1313 483 257 5,15
. 3 705 268 482 5,54
— : 1007 429 253 7,54
636 463 540 6,84
6 1016 584 363 4,86
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Kontrol grubunun, CCly ile toksik karaciger hasari olusturulan grubun ve
hasar sonrasi Leptin tedavisi yapilan grubun serum AST, ALT, ALP, TNF-a

ortalama degerleri Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Gruplara gore serum AST, ALT, ALP ve TNF-a ortalama degerleri

AST ALT ALP TNF-a

SERUM (U/L) (U/L) (U/L) (pg/ml)
Kontrol 424.5 247.3 374.5 5.77
(n=6) +80.4 +40 +57.5 +0.48
CCl 1694.6 762 723.5 11.72
(n=6) +245.6 +41.8 +35.25 +1.77
CCls + Leptin 255 434.16 387 6.28
(n=6) +104.4 +43.3 +48.11 +0.51

Leptinin serum AST diizeyi lizerine etkisi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2500 r

2000 -
- [
= 1500 |
)
< *
S 1000 L
A

500 T

0 T T 1
Kontrol CCL4 CCLA4+Leptin

Sekil 4.1. Leptinin serum AST diizeyi iizerine etkisi; *p< 0,05; CCL4+Leptin tedavi
grubu, CCL, grubundan anlamhi diizeyde farklhidir. ***p<0,001; CCL4

grubu kontrol grubundan anlamh diizeyde farklidir.
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Kontrol grubunda serum AST diizeyi 424,5 + 80,4 (U/L) iken, CCly grubunda
yiikselerek 1694,6 + 245,6 (U/L)’ya cikti. CCls-Leptin verilen grupta ise 967,3 +
104,4 (U/L)’ye kadar diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla
beraber, CCly grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel acidan anlamli olarak daha
diisiik (p<0,001) saptandi.

Leptinin serum ALT diizeyi tizerine etkisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

900 r

*k%k
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*
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Kontrol CCL4 CCL4+Leptin

Sekil 4.2. Leptinin serum ALT diizeyi {izerine etkisi; *p<0,05; kontrol ve CCL4 +
Leptin tedavi grubu arasinda anlaml diizeyde fark vardir. ***p<0,001;

CCL4, grubu kontrol ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamli diizeyde
farklidir.

Kontrol grubunda serum ALT diizeyi 247,3 + 40 (U/L) iken, CCI4 grubunda
yiikselerek 762 + 41,8 (U/L) ‘ye ¢ikti. CCly-Leptin verilen grupta ise 434,16 + 43,3
(U/L)’ye kadar diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber,
CCly grubu ile karsilastirlldiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diisiik
(p<0,001) saptand.

Leptinin serum ALP ve serum TNF-a diizeyleri iizerine etkisi Sekil 4.3 ve



Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Leptinin serum ALP diizeyi iizerine etkisi; ***p<0,001; CCL4 grubu,

kontrol ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamh diizeyde farklidir.

16

Serum TNF-alfa

Kontrol CCL4 CCLA4+Leptin

Sekil 4.4. Leptinin serum TNF-a diizeyi tizerine etkisi; **p<0,01; CCL,4 grubu,
kontrol ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamli diizeyde farklidir.

41
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Kontrol grubunda serum ALP diizeyi 374,5 £ 57,5 (U/L) iken, CCl grubunda
yiikselerek 723,5 + 35,25 (U/L)’ye ¢ikti. CCls-Leptin verilen grupta ise 387 £ 48,11
(U/L)’ye kadar diistii ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber,
CCly grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel agidan anlamli olarak daha diisiik
(p<0,001) saptandu.

Kontrol grubunda serum TNF-a diizeyi 5,77 £+ 0,48(pg/ml) iken, CCly
grubunda yiikselerek 11,72 + 1,77(pg/ml) ’ye ¢ikti. CCls-Leptin verilen grupta ise
6,28 = 0,51 (pg/ml) ye kadar diisti ve bu sonug; kontrol grubuna gore yiiksek
olmakla beraber, CCly grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olarak

(p<0,01) daha diisiik saptandi.

Doku TNF-a ve MDA Diizeyleri
Kontrol, CCly ve CCly+Leptin gruplarinin doku TNF-a ve MDA degerleri
Tablo 4.3’de gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Gruplara gore doku TNF-a ve MDA degerleri

Sican No TNF-a MDA
SERUM (pg/ml) (nmol/g pr)
K 1
o 5,76 27,14
N 2 7,28 4574
T 3 5.86 37,9
R 4 7,28 37,9
o S 6,54 32,49
L 6
7.96 36,65
1 6,29 65,62
2 15,56 41,09
3 15.25 44,68
CCly 4
8,43 4947
5 6.86 4947
6 14,08 58,08
1 6,12 36,71
CCl4 2 2 s
7.6 19,11
* 3
LEPTIN 78 27,77
4 7,04 37,78
S 6.37 4797
6 7,08 50,9
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Kontrol grubunun, CCly ile toksik karaciger hasar1 olusturulan grubun ve
hasar sonrasi Leptin tedavisi yapilan grubun doku TNF-a ve MDA ortalama

degerleri Tablo 4.4’de gosterilmektedir.

Tablo 4.4. Gruplara gére doku TNF-o ve MDA ortalama degerleri

Doku TNF-a (pg/ml) MDA (nmol/g pr)
Kontrol (n=6) 6,78+0,35 36.30+2,53
CCl, (n=6) 11,07+1,77 51,4043,67
CCl, + Leptin (n=6) 7,0 £0,26 36,70 +4,89

Leptinin doku TNF-a diizeyi iizerine etkisi Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Kontrol CCL4 CCL4+Leptin

Sekil 4.5. Leptinin doku TNF-a diizeyi iizerine etkisi; *p< 0,05; CCL4 grubu, kontrol

ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamh diizeyde farklidir,

Kontrol grubunda doku TNF-a diizeyi 6,78 + 0,35 (pg/ml) iken, CCly
grubunda yiikselerek 11,07 £ 1.77 (pg/ml) ’ye cikti. CCls-Leptin verilen grupta ise
77,0 £ 0.26 (pg/ml) ya kadar diistii. Bu sonuglar istatiksel a¢idan karsilastirildiginda
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CCL4 grubu, kontrol ve CCLs+Leptin tedavi grubundan anlamh (*p< 0,05) diizeyde

farkli olarak saptandi.

Leptinin doku MDA diizeyi {iizerine etkisi Sekil 4.6’da gosterilmistir.

60

50

0 r T [

20 -

Doku MDA (nmol/g pr)
(2]
o

10

Kontrol CCL4 CCL4+Leptin

Sekil 4.6. Leptinin doku MDA diizeyi iizerine etkisi; *p< 0,05; CCL4 grubu kontrol
p y p g

ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamh diizeyde farklidir

Kontrol grubunda doku MDA diizeyi 36,30 + 2,53 (pg/ml) iken, CCl4
grubunda yiikselerek 51,40 £ 3,67 (pg/ml) ’ye cikti. CCls-Leptin verilen grupta ise
36,70 + 4,89 (pg/ml) ‘a kadar diistii. Bu sonuclar istatiksel acidan karsilastirildiginda

CCLA4 grubu, kontrol ve CCL4+Leptin tedavi grubundan anlamh (**p< 0,05) diizeyde

farkli olarak saptandi.

4.1. Histopatolojik Bulgular

Intraperitoneal yolla CCly; uygulanmis ratlarin karaciger makroskopik
goriinimlerinde kontrol grubu ile karsilastinldiginda toksik hasarla iliskili olarak
nodiiler bir goriinim geligsmisti ve bu goriinim Leptinle tedavi edilen gruptaki

ratlarin karacigerlerinde de azalmakla birlikte devam ediyordu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kontrol ve CCl, grubunda makroskopik goriintimler

Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama Bulgular:

Kontrol grubunda konjesyon gozlenmedi. Hepatositlerde balonlagma
dejenerasyonu ve fokal nekroz alanlart goriillmemistir. PMNL ve MNL
infiltrasyonlart goriilmemistir. Hiicre niikleuslarinda karyoliz ve piknoz, interselliiler

sinir kaybi ve hepatik kordlarda bozulma goriilmemistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait panoromik goriintii. H-E. Bar 200 pum.

CCly grubundaki incelemede konjesyonun sentral vende orta diizeyde, portal

alan ve sinuzoidlerde siddetli oldugunu ve kontrol grubuna gore arttigim gozledik.
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Hepatositlerde balonlagma dejenerasyonu makrovezikiiler olup; sentrilobiiler alanda
(Zon-3’te) siddetli, midzonal alanda (Zon-2’de) orta diizeyde idi. Parankimde fokal
nekroz alanlarina rastlanmadi (Sekil 4.9, 4.10).

Sekil 4.10. CCl, grubuna ait balonlasma dejenerasyonu. H-E. Bar 100 pm.

PMNL infiltrasyonu hafif, MNL infiltrasyonu sentral vende hafif, portal
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alanda siddetli, sinizoidlerde orta diizeydeydi. Hiicrelerde karyoliz ve piknoz orta
diizeyde, interselliiler simir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma siddetliydi.
CCly+Leptin grubunda balonlagsma dejenerasyonu Sekil 4.11 ve 4.12°de

gosterilmistir.

Sekil 4.11. CCly+Leptin grubunda balonlagma dejenerasyonu, konjesyon ve MNL
infiltrasyonu. H-E. Bar 100 pm.

Sekil 4.12. CCls+Leptin grubunda balonlasma dejenerasyonu. H-E. Bar 100 pm.
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CCly-Leptin verilen grupta ise sentral vende ve sinuzoidlerde orta, portal
alanda siddetli diizeyde konjesyon goriildii. Hepatositlerdeki balonlagma
dejenerasyonu mikrovezikiiler, az miktarda makrovezikiiler olup; sentrilobiiler
alanda (Zon-3’te) orta diizeyde idi. Fokal nekroz alanlan1 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 kayb: hafif ve hepatik kordlardaki bozulma orta
olarak skorlandi.

Tiim gruplar karsilastirildiginda; parenkimde fokal nekroz alanlari hicbir
grupta gozlenmedi. Sentral ven ve portal alandaki konjesyon acisindan CCly grubu ve
CCly-Leptin verilen grup arasinda bir fark gézlenmezken, CCls-Leptin verilen grupta
sinlizoidal konjesyonda CCls grubundakine gore bir azalma gozlenmistir. MNL
infiltrasyonu acisindan sentral ven ve sinuzoidlerde bir farklilik gozlenmezken,
portal alandaki MNL infiltrasyonunda CCls-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore

bir azalma gozlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarda H&E incelemelerinin Karsilastiriimasi I

Konjesyon PMNL MNL
_ _ _ Fokal Nekroz
GRUPLAR Ccv PA SIN CV |PA |[SIN|CV | PA |SIN
Kontrol _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CCly ++ +++ +++ + + + + +++ | ++ _
CCl, +Leptin ++ +++ ++ _ _ _ + ++ ++ _

Yine tiim gruplar karsilastirildiginda; balonlagsma dejenerasyonunda CCly-
Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore bir azalma gozlenmis olup, sadece
sentrilobiiler zonda (Zon-3) balonlasma dejenerasyonuna rastlanmistir. PMNL
infiltrasyonunda CCly-Leptin verilen grupta, CCly; grubuna gore bir azalma
gozlenmistir. CCly grubundaki balon dejenereasyonu makrovezikiiler, CCls-Leptin
verilen gruptaki balon dejenerasyonu ise mikrovezikiiler, az miktarda
makrovrezikiiler idi. Karyoliz ve piknoz, interselliller simir kaybi ve hepatik
kordlarda bozulma agisindan CCls-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore bir

azalma gozlenmistir (Tablo 4.6). Bu gozlemler 1s181inda leptinin varliginda skorlarin



azalmaya yonelik oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 4.6. Gruplarda H&E Incelemelerinin Karsilastirilmasi 11
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Balon interselliiler Hepatik
Dejenerasyonu Karyoliz, Simir Kord
GRUPLAR
Ve Yeri Piknoz Kaybi Bozuklugu
Kontrol _ _ _ _
+++ Z3,SL
CCl, ++ +++ +++
++ Z2MZ
CCly +Leptin ++ Z3,SL + + ++
TUNEL Boyama Bulgular:

Isik mikroskobu ile her bir hayvana ait rastgele secilmis 25 parafin kesitte

x40 objektif ile 50 alanda okiiler mikrometresi yardimiyla kahverengi boyanmig

apoptotik hiicreler ve boyanmamais hiicreler sayilmistir. Gruplarda TUNEL boyama

ile boyanan apoptotik hiicreler asagidaki sekillerde gosterilmistir. (Sekil 4.13-4.17).

Sekil 4.13. Kontrol grubunda apoptotik bir hiicrenin goriiniimii. TUNEL. Bar 50 um.



Sekil 4.14. CCl, grubunda apoptotik hiicreler I. TUNEL. Bar 500 pm.

Sekil 4.15. CCl, grubunda apoptotik hiicreler II. TUNEL. Bar 50 pm.
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Sekil 4.16. CCls+Leptin grubunda apoptotik hiicreler I. TUNEL. Bar 200 pm.

Sekil 4.17. CCl, +Leptin grubunda apoptotik hiicreler II. TUNEL. Bar 50 pm.
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Ardindan her bir sicana ve daha sonra da her bir grupa ait apoptotik indeks

asagidaki formiile gore hesaplanmis ve bulgular Tablo 4.7 ‘de gosterilmistir.

Apoptotik Indeks (AI) = Apoptotik Hiicre Sayis1 / 50

Tablo 4.7. Gruplarin Apoptotik Hiicre Sayis1 ve Apoptotik Indeks.

Sican Toplam Apoptotik . Grubun Ortalama
Apoptotik Indeks (AI) .
No. Hiicre Sayisi Apoptotik Indeksi

1 31 0.62
2

2 25 0.50

& 3 42 0.84

Z 3

Z 60 1.20

M 5 45 0.90 0.78
6 30 0.60
1 331 6.62
2 782 15.64

= 3 350 7.00

&)

o 4 209 4.18
5 276 5.52 7.05
6 166 3.32
1 71 1.42

£ 2 83 1.66

:3‘ 3 151 3.02

3 4 122 2.44

o 5 77 1.54 2.29
6 183 3.66

Elde edilen bulgulara gore; CCly grubunda apoptotik indeks oldukg¢a belirgin

bir diizeyde gozlenmistir. Buna karsilik; CCls+Leptin grubunun apoptotik indeksinin

azaldig1 ve kontrol grubunun apoptotik indeks degerine yaklastig1 gdzlenmistir (Sekil

4.18).



Toplam Apototik Hiicre Sayisi

500 |
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Kontrol CCL4 CCLA4+Leptin

Sekil 4.18. Leptinin toplam apoptotik hiicre sayisi iizerine etkisi.

***p< 0,05; CCL4 grubu, kontrol ve CCL4+Leptin

grubundan anlamh diizeyde farkhidir
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5. TARTISMA

Karaciger hastaliklarinin goriilme sikligi her gecen giin daha da artmaktadir ve
bu hastaliklarin tedavisi i¢in yeni c¢alismalar da buna parelel olarak devam
etmektedir. Bircok aragtirmaci 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 baglatilan programli hiicre
Olimii siireci olan apoptozisin, bir¢ok sistemde uygun fonksiyon ve homeostazin
devami icin 6nemli oldugu bilinmektedir (3). 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 disi ve hiicresel
seviyede olusan cesitli sinyaller yoluyla tetiklenebilir (46). Apoptozis biiyiime faktor
ya da hormon eksikligi, viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, ekzotoksinler,
onkogenler, kemoterapotikler, radyasyon gibi bazi faktorler ile de baslatilabilir (47).

Deneysel karaciger hasar1 olusturabilmek i¢in giiniimiize kadar bircok model
tizerinde calismalar yapilmistir. Bu modellerden birisi olan CCl, deneysel olarak
karaciger hasar1 olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir ksenobiyotiktir ve
karacigerde ilerleyen siire¢ sonunda fibroz, hepatit, siroz veya tiimor gibi cesitli
patolojik tablolara yol acabilmektedir (1, 106-109).

Sert ve arkadaslarn CCly’iin karaciger iizerine olan etkilerini arastirdiklar
calismalarinda, sicanlara tek doz halinde i.p. yolla CCls enjekte etmisler ve
uygulamadan sonraki 24. saatte yaptiklar1 degerlendirme sonucunda GGT, LDH,
AST ve ALT gibi karacigerin hiicre harabiyetini gosteren hepatoselliiler enzimlerin
diizeyindeki artis1 gostermislerdir (2).

Erdogan ve arkadaslarinin anason (pimpinella anisum) ekstresinin deneysel
akut karaciger hasarinda karaciger koruyucu etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda
sicanlara CCly (0,8 ml/kg, i.p. yolla, 1/1 zeytinyagi karisimi ile) enjeksiyonu
sonrasinda kontrol grubu (0,8 ml/kg, ip yolla zeytinyagt uygulanmis) ile
karsilastirdiklarinda serum ALP, AST, ALT ve LDH diizeylerindeki artis ve
histopatolojik bulgulardaki degisiklikler ile karaciger hasarini gostermislerdir (110).
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Bayram ve arkadaslarinin askorbik asit ve alfa- tokaferoliin karaciger hasarina
etkilerini arastirdiklar1 deneysel ¢alismada hasar olusturulan gruba CCl, - zeytinyagi
karisimi (0,8 ml/kg, i.p. yolla, 1:1 hacimde), kontrol grubuna ise zeytinyag (0,8
ml/kg, i.p. yolla) verildikten 24 saat sonra serum AST, ALT diizeyleri ve
histopatolojik bulgular karsilastirarak karaciger hasarin1 gostermislerdir (111).

Bizde bu bilgiler 1s181inda hazirladigimiz deneysel modelde, CClyile deneysel
karaciger hasar1 olusturarak apoptozisi indiikledik ve leptinin akut karaciger hasarina
ve apoptozise etkisini aragtirdik.

Leptinin viicuttaki baslica rolii, beyin (6zellikle hipotalamus) iizerine negatif
“feedback” etki ile gida aliminm1 ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite
gelismesini engellemektir. Ayrica, metabolizmanin diizenlenmesi, cinsel gelisim,
iireme, hematopoez, immiinite, gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi,
sempatik sinir sistemi aktivasyonu, anjiyogenez ve osteogenezis’de de ¢ok onemli
rolleri oldugu saptanmustir (6, 7, 8). Ince bagirsak (12), mide (13), bobrek (14), néron
(15) gibi bircok dokuda leptinin doku hasarma kars1 koruyucu etkinliginin
arastirildign calismalar yapilmistir. Bu calismalarda doku hasarma karsi leptinin
koruyucu etkinligi rapor edilmistir.

Fausto ve arkadaglari leptin sentezinin enfeksiyon, endotoksin, TNF-a, ve IL-1
gibi sitokinler tarafindan stimiile edildigini, beslenme davranisi ve enerji balansim regiile
etmesine ilaveten, leptinin sitokin diizeylerinin artis1i sonucunda yiikselerek aym
zamanda inflamatuar durumlarda anoreksi ve kilo kaybina katkida bulunabilecegini
gostermislerdir (112). Frank ve arkadaslar1 sistemik veya topikal leptin
kullanilmasinin, leptin yetmezIligi olan ob/ob sicanlarda yara iyilesmesini arttirdigini
bildirmiglerdir (113). Benzer baska bir calismada da leptinin, yara iyilesmesini,
diyabetik ob/ob farelerde leptin reseptorleriyle etkilesimi sonucu sagladigimi ancak
leptin reseptor defekti olan db/db sicanlarda yara iyilesmesine etkili olmadigini
belirtilmistir (114).

Yapilan bir calismada alkolle indiiklenen toksik karaciger hasarinda, leptin
reseptoriinden yoksun sicanlar leptin reseptorii bulunan siganlarla mukayese edilmis,
leptin reseptorii defekti olan siganlarin kuppfer hiicre disfonksiyonu nedeniyle
karaciger hasarina kars1 savunmasiz kaldiklar gosterilmistir (115).

Amir ve arkadaslan yaptiklar1 ¢alismalarda, hem in-vivo hemde in-vitro
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ortamda leptinin fibrojenik miyofibroblast hiicrelerini (Hepatic stellate cells)
apoptozisten korudugunu gostermislerdir (116).

Cakir ve arkadaglarinin siganlarda termal hasar yaparak leptinin ¢coklu organ
yetmezligi ve sepsise etkilerini arastirdiklart deneysel calismalarinda, termal
hasardan sonra leptin (10 pg/kg, i.p. yolla) enjeksiyonu yapilmis ve 24 saat sonra
elde edilen serumda lokosit ve notrofil apoptozisi, karaciger, mide, kolon ve bobrek
dokular1 iizerinde ise histopatolojik etkilerini incelemislerdir. Yamik hasar
sonucunda sicanlarda karaciger hasar skorunun arttigini, leptin tedavisi yapilan
sicanlarda ise artan hasar skorlarinin anlamli olarak azaldigin1 gdstermislerdir.
Ayrica leptin tedavisinin mononiikleer hiicre ve graniilosit sayilarinin oranin1 da
anlamli diizeyde diisiirdiigiinii gdstermislerdir (117).

Yapilan klinik bir ¢alismada da alkolik olmayan karaciger hastaligi olan
hastalarin serum leptin seviyelerindeki yiiksekligin, bu hastalar progresif karaciger
hastaligindan korudugu gosterilmistir (118).

Yaptigimiz literatiir taramasinda antiapoptotik etkileri bircok kez gosterilen
leptinin, karacigerdeki toksik hasar sonucu gelisen apoptozise etkisinin arastirildigi
bir calismaya rastlayamadik. Bu bilgiler 1s18inda, biz de calismamizda i.p. olarak tek
doz CCly enjeksiyonu ile akut karaciger toksik hasari olusturdugumuz ve apoptozisi
indiikledigimiz sicanlarda yine i.p. olarak tek doz leptin (10 pg/kg) uygulamasinin
karaciger hasarina ve apoptozise etkilerini ilk kez arastirdik. Karacigerde olusan
hasan belirlemek amaciyla, serumda AST, ALT, ALP ve TNF-a diizeylerini, doku
orneklerinde ise TNF-a, MDA diizeylerini, histopatolojik bulgular1 ve TUNEL
boyama bulgularini inceledik.

Karaciger hasar1 olusturulan diger modellerde izlendigi gibi, serum
transaminazlarimin  hepatosit hasarim1  gostermede duyarliligt ¢ok yiiksektir.
Transaminazlar normal hiicre dongiisiinii yansitacak sekilde dolasimda az miktarda
bulunurken, transaminazlardan zengin dokularin etiyolojik faktdrden bagimsiz olarak
zedelenmesinin siirdiigii tiim durumlarda serum seviyeleri yiikselmistir (2, 106-11).

Soya bitkisinin, sicanlarda CCly ile deneysel olarak olusturulmus kronik
karaciger hasar1 iizerine etkilerinin arastirildifn  bir ¢alismada, hasar
uygulanmasindan sonraki 24. saatte elde edilen serum, ALT, AST, ALP ve dokuda

da MDA diizeylerinindeki artigla karaciger hasarn degerlendirilmistir (119). Benzer
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sekilde Chen ve arkadaglarn da yaptiklar1 deneysel karaciger hasarimin etkilerini
serum AST, ALT, TNF-a ve doku MDA diizeylerindeki artisla degerlendirmislerdir
(120).

Bizim ¢aligmamizda da karacigerde inflamatuar siireci ve hiicre yikimini
gosteren en giivenilir parametrelerden olan, serum ALT, AST ve ALP diizeylerinin
her biri serumda karaciger toksik hasar ile birlikte kontrol grubuna gore anlamli
olacak diizeyde artmustir ve leptin tedavisi ile birlikte gerileyerek CCly grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide daha diisiik saptanmistir. Bu durum leptinin
karaciger hasarim azalttig1 seklinde yorumlanabilir.

Toksinlerden kaynaklanan hepatoselliiler hasarin anlasilmasinin merkezinde
inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler ve reaktif oksijen {iiriinleri yer alir.
Giintimiize dek karaciger hasarinin, hepatositlerdeki biyolojik ajan veya toksinlerin
direkt biyokimyasal etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilmekteydi, artik karaciger
hasarinin ¢ok biiyiik kisminin inflamatuar hiicrelerin iiriinleriyle tetiklendigi
bilinmektedir. Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL)
ve Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii olarak da
adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre Oliimii
gerceklesir (47). Proapoptotik sitokinler arasinda, toksikasyon ile indiiklenen
karaciger hasarinin ve apoptozisin baskin medyatorii TNF—a’dir (121). Bir¢ok
caligmada artan TNF-a stimiilasyonunun hiicre 6liimiinden sorumlu oldugu
gosterilmistir (122). TNF-a’nin proapoptotik etkileri ve dolayisiyla hiicre oliimiinii
arttiran etkileri nedeniyle gecmiste sistemik antikanser kemoterapi tedavisi denenmis
ancak teropatik doza ulasilamadan ortaya ¢ikan ciddi yan etkilerinden dolay1 bu
tedavi yonteminden vazgecilmistir. En onemli yan etkilerinden birinin karaciger
hiicre hasarina bagl serum transaminazlar1 ve bilirubin diizeylerindeki artis oldugu
goriilmiigtiir (123).

Osawa ve arkadaglar1 X- ray ile indiiklenen ve immediate early response
factor-1 IEX-1) olarak isimlendirilen proapoptotik bir geni tariflemislerdir. Hepatik
hasarla birlikte TNF-a diizeyindeki artisin bu geni indiikledigini ve bdylece apoptotik
yolaklarin aktive olarak hepatik hiicrelerde apoptozisin arttifini gostermislerdir
(124).

Birgok calismada, TNF-oa diizeylerindeki artis viral hepatitler, alkolik
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karaciger hastalig1 ve fulminan hepatik yetmezlikle iliskilendirilmistir (125). Sheron
ve ark, yaptiklar1 bir ¢calismada bu hastaliklardan 6len kisilerin TNF-a diizeylerinin,
iyilesen hastalarin TNF-a diizeylerinden daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (126).

TNF-o’nin kronik hepatit B ve C infeksiyonlarinda da rol sahibi oldugu
diistiniilmektedir. Her iki viriis te karacigerde TNF-o salinimin arttirmaktadir (127).
Artan TNF-a diizeyleri alkolik ve nonalkolik steatohepatitle de iliskilendirilmektedir,
toksik hasar TNF-o’nin hepatik sentezini arttirarak etkili olurken; TNF-a’da diger
sitokinlerin hepatik sentezini artirarak etki eder (128). Yapilan bir caligmaya gore
alkolik hepatitli hastalarda serum TNF-a diizeyleri artmaktadir ve bu artig hastanin
sagkalimi ile ters orantili olarak seyretmektedir (127).

Feldstein ve ark, alkolik olmayan steohepatitli hastalarla yaptig1 klinik
calismalarinda TNF-a reseptorlerinin ekspresyonun arttigini ve buna bagli olarak
oksidatif stres ve artmis apoptozis reseptor aktivasyonun bu hastaliktaki
hepatoselliiler hasara neden oldugunu gostermislerdir (129).

Schattenberg ve arkadaslan yaptiklar1 ¢calismada TNF—a’nin karacigerin CCly
ya da galaktozamin gibi hepatotoksinlere yanitinin bir pargasi olarak tiretildigini ve
bu hasar tipinin TNF-a’ya kars1 nétralizan antikorlarin verilmesiyle 6nlenebilecegini
gostermistir (123). Streetz ve arkadaslar1 yaptiklart in-vitro bir calisma ile TNF-a
reseptorlerinin TNF—a sinyal yollar ile etkilesiminin inhibe edilmesiyle apoptozisin
engellenebilecegini ve boylece karaciger hasarinin azaltilabilecegini gostermislerdir
(130).

Robert ve ark, in-vitro calismalarinda yaptiklar1 karaciger hiicre hasariyla
apoptozisi indiiklemisler ve buna parelel olarak TNF-a diizeylerindeki artisi
gostermislerdir. Ardindan farmakolojik Lityum Kloriir (LiCl) tedavisi ile karaciger
hiicrelerindeki apoptozisin azaldigin1 ve TNF-a diizeylerininde buna parelel olarak
geriledigini immiinhistokimyasal yontemlerle gdstermislerdir (131).

Veal ve ark, lipopolisakkaritlerle TNF-o 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 (132).

Karaciger hasar1 olusturulan diger modellerde oldugu gibi bizim calismamizda

da serum ve dokuda inflamatuar siirecin ve apoptozisin parametresi olan TNF-a
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diizeyinin kontrol grubuna gore artmis olmast olusturulan toksik karaciger
hasarindan dokunun etkilendigini gostermektedir. Artan TNF-a diizeyleri leptin
tedavisi ile birlikte, leptin verilmeyen CCl, grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
Olctide daha diisilk saptanmistir. Bu durum leptinin apoptozisi ve dolayisiyla
karaciger hasarini azalttig1 seklinde aciklanabilir.

Karbon tetrakloriir toksikasyonu sonucu olusan serbest radikallerin en 6nemli
hedef yapilarindan biri de lipidlerdir (1,2). Lipid peroksidasyonun karaciger toksik
hasarinda anahtar faktorlerden biri oldugu arastirmacilar tarafindan kabul
edilmektedir (133). Serbest oksijen radikalleri ¢coklu doymamis yag asitlerinden bir
hidrojen atomu alarak lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonugta hidroperoksitler
olusur. Bu reaksiyonlar sonucunda hiicre membram akiskanligini yitirir ve membran
biitiinliigi bozulur. Bu durum hiicre fraksiyonlarmin g¢evreye saliverilmesine ve
hiicre oliimiine yol acar. Diger taraftan cevreye saliverilen bu subselliiler yapilar
inflamatuar olaylar1 tetikler ve hasan daha da kotiilestirir (134). Dokuda lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak farkli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlarin
en ¢ok kullanilanlardan biri de dien konjugatlar1 olan malondialdehit tayinidir (135-
138). Bizim c¢aligmamizda da oksidan hasarin parametresi ve lipid peroksidazin bir
triinii olan MDA konsantrasyonu karaciger dokusunda CCl; ile toksik hasar
olusturulan grupta istatistiksel olarak anlamli derecede yiikselmis ve bu da dokuda
toksik hasarin olustugunu agik olarak gostermistir.

Karacigerdeki toksik hasarla birlikte serbest oksijen radikalleri dokuda
birikmeye basladiginda, hiicreler c¢esitli antioksidan enzimleri kullanarak bir
savunma mekanizmast olusturur. Yapilan calismalarda leptinin, anti-oksidan
enzimler olan katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin ekspresyonunu
ya da aktivitelerini arttirarak, direkt olmasa da dolayli yoldan anti-oksidan etkinligi
gosterilmistir. (9, 12, 139, 140). Ozer ve arkadaslari, hareketsizlik ve soguk stresi ile
akut gastrik mukozal hasar olusturulan sicanlarda NO diizeylerinin azaldigini, leptin
uygulamasinin ise NO diizeylerindeki artisla uyumlu olarak oksidan olaylar
azalttifini, antioksidan enzimleri ise arttirdigin1 gostermistir (141). Bizim
calismamizda da bu calismalarin sonuglarina parelel olarak, leptin tedavisi verilen
grupta doku MDA diizeylerinin leptin almayan CCl, grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu durum leptinin oksidatif stresi ve
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dolayisiyla lipid peroksidasyonu azalttigi seklinde aciklanabilir.

Calismamizda i.p. yolla CCly uygulanmis siganlarin karaciger makroskopik
goriinimlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda toksik hasarla iliskili olarak
nodiiler bir goriiniim geligmistir ve bu goriiniimiin leptinle tedavi edilen gruptaki
sicanlarin karacigerlerinde gerilemistir. Bu bulgular CCly’iin karacigerde toksik bir
hasar olusturdugunu ve leptin uygulamasinin da toksik zararlart gerilettigini
gostermektedir.

Gruplar H&E boyama sonrast mikroskopik olarak incelendiginde CCl4
grubundaki incelemede konjesyonun sentral vende orta diizeyde, portal alan ve
sinuzoidlerde siddetli oldugunu ve kontrol grubuna gore arttigim1 gozledik. Yine
kontrol grubundaki hepatositlerde rastlamadigimiz balonlasma dejenerasyonunu,
PMNL ve MNL infiltrasyonunun toksik hasar yapilan grupta arttigin izledik. Ayrica
kontrol grubunda goremedigimiz hiicre niikleuslarindaki karyoliz ve piknozu,
interselliiler sinir kaybin1 ve hepatik kordlarda bozulmay1 toksik hasar yaptigimiz
grupta izledik.

Tagami ve arkadaglarmin yaptiklann c¢alismada, alkolik steatohepatit
hastalarinda apoptozis reseptdr ekspresyonunun ve dolasan apoptozis ligand
miktarinin  arttigini - géstermis ayrica karaciger hastalifinin ciddiyetinin bu
hastalardan yapilan karaciger biopsilerinde apoptotik hiicre miktar1 ile korele
edilebilecegini belirtmistir (142). Bizde yaptigimiz TUNEL boyamasi sonrasi
apoptozisi degerlendirdigimizde toksik hasar yapilan grupta kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlh derecede artmis apoptotik hiicre gozledik.
Toksik hasar yapilan grupta artan TNF-o diizeyine parelel olarak apoptotik
indeksinde kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla oldugunu
hesapladik. Tiim bu bulgular bizim tek doz i.p. yolla uyguladigimiz CCly’iin
karacigerde toksik bir hasar baslattigin1 ve apoptozisi arttirdigini géstermektedir.

Toksik hasar yapilan gruba leptin verilmesiyle birlikte sentral ven ve portal
alandaki konjesyon agisindan CCly grubu ve CCly-Leptin verilen grup arasinda bir
fark gozlenmezken, CCly-Leptin verilen grupta siniizoidal konjesyonda CCly
grubundakine gore bir azalma gézlenmistir. MNL infiltrasyonu agisindan sentral ven
ve sinuzoidlerde bir farklilik gézlenmezken, portal alandaki MNL infiltrasyonunda

CCly-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore bir azalma goézlenmistir. Balonlagma
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dejenerasyonunda ise CCly-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore bir azalma
gozlenmis olup, sadece sentrilobiiler zonda (Zon-3) balonlagsma dejenerasyonuna
rastlanmistir. PMNL infiltrasyonunda CCly-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore
bir azalma gozlenmistir. Karyoliz ve piknoz, interselliller sinir kaybi1 ve hepatik
kordlarda bozulma agisindan CCls-Leptin verilen grupta, CCly grubuna gore bir
azalma gozlenmistir.

Yaptigtmiz TUNEL boyama sonucunda elde ettigimiz bulgularda aym
dogrultuda olup toksik hasar yapilan CCly grubunda istatistiksel olarak anlamli
oranda artmis olan apoptotik indeks, leptin tedavisi ile birlikte istatistiksel olarak
anlamli oranda gerileyerek kontrol grubuna yaklasmistir. Bu gozlemler 1518inda,
leptinin varlhiginda karacigerde toksik hasar sonucu olusan tiim histopatolojik
skorlarin ve apoptotik indeksin azalmaya basladig1 gosterilmistir.

Balasubramaniyan ve arkadaslarinin insan karaciger biyopsisinden elde
ettikleri hiicre serileri iizerinde etanol ile deneysel karaciger hiicre hasar1 yaptiklar
bir caligmada leptinin oksidatif stresi, TNF—a salinimin1 ve apoptozisi azaltarak
hiicrenin yasayabilme yetenegini arttirdigini1 gostermislerdir (143). Takahashi ve ark,
yaptiklart ¢alismada endojen leptinin TNF—a salinimim azalttigim gostermislerdir
(144).

Bizim g¢alismamizin sonuglarindan da anlasilacag iizere apoptotik siirecin
CCly ile asir1 aktivasyonu, hem serum ve karaciger dokusundaki ALT, AST, ALP,
TNF-a ve MDA diizeylerinin artisina hem de karaciger dokusundaki apoptotik
indeksin artisina parelel olarak belirgin hepatoselliller hasara neden olmustur.
Yapilan calismalarda, apoptotik sinyal yollarinin asir1 aktivasyonu ve oksidan
hasarin artmasi nedenli akut karaciger hasarinin tedavisi apoptozis sinyal yollarinin
inhibisyonuna ve antioksidan etkinlie dayandirilmistir. Bizim de bu nedenle,
antiapoptotik ve antioksidan etkilerini bildigimiz leptini tedavi amaciyla
kullandigimiz calismamizda; Leptin, serum ve karaciger dokusundaki TNF-a
diizeylerinin artisim1 ve karaciger dokusundaki apoptotik indeksin artisini gerileterek
antiapoptotik etkinligini ayrica karaciger dokusundaki MDA diizeylerinin artisini
gerileterek te antioksidan etkinligini gostermistir. Bu modelde olusturdugumuz
toksik karaciger hasarinda ilk kez leptinin anti-apoptotik ve antioksidan etkinligi

gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

a. Calismamizda serum AST diizeylerine bakildiginda; CCL, + Leptin tedavi
grubu, CCL, grubundan anlamh diizeyde farklidir (p< 0,05). CCL4 grubu kontrol
grubundan anlamh diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

b. Serum ALT diizeylerine bakildiginda; Kontrol ve CCL4 + Leptin tedavi
grubu arasinda anlamh diizeyde fark vardir (p<0,05). CCL4, grubu kontrol ve CCL4
+ Leptin tedavi grubundan anlaml diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

c. Serum ALP diizeylerine bakildiginda; CCL4 grubu, kontrol ve CCL4 +
Leptin tedavi grubundan anlaml diizeyde farkli bulundu (p<0,001).

d. Caligmamizda serum TNF-o diizeylerine bakildiginda; CCL4 grubu,
kontrol ve CCL4+ Leptin tedavi grubundan anlaml diizeyde farkli bulundu (p<0,01).

e. Doku TNF-a diizeylerine bakildiginda; CCL4 grubu, kontrol ve CCL4 +
Leptin tedavi grubundan anlamh diizeyde farkli bulundu ( p< 0,05).

f. Calismamizda doku MDA diizeylerine bakildiginda; CCL, grubu kontrol
ve CCL4 + Leptin tedavi grubundan anlamli diizeyde farkli bulundu ( p< 0,05).

g. H&E boyamada toksik karaciger hasarinin patolojik bulgular1 olan ve CCly
grubunda izlenen sentral ven, portal alan ve sinuzoidlerde konjesyon, hepatositlerde
balonlagma dejenerasyonu, PMNL ve MNL infiltrasyonu, hiicre niikleuslarindaki
karyoliz ve piknoz, interselliiler sinir kayb1 ve hepatik kordlarda bozulma leptin
tedavisi ile birlikte CCly+ Leptin grubunda gerilemistir.

h. Calismamizda TUNEL boyama sonucu elde ettigimiz doku apoptotik
hiicre sayilarina bakildiginda; CCL,4 grubu, kontrol ve CCLs + Leptin tedavi
grubundanda anlaml diizeyde farkli bulundu (p<0,05).

i. Calismamizda TUNEL boyama sonucu elde ettigimiz doku apoptotik hiicre
indeksine bakildiginda; Kontrol grubunun ortalamasi 0.78, CCl grubunun ortalamasi
7.05, CCly + Leptin grubunun ortalamasi 2.29 olarak hesaplandi.

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

Apoptozis yollarinin modiilasyonunu hedefleyen yeni ilaglar, c¢evreleyen

saglikli dokularn yan etkilerden korumak icin bir hiicre popiilasyonuna
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yonlendirilebilir.

Kanser ve infeksiyoz hastaliklarin tedavisinde kullanilan bircok ilag
karacigerdeki toksik etkileri nedeniyle kisith bir sekilde kullanilmaktadirlar.
Karacigerde hasar olusturabilecek bu ilaglar verilmeden 6nce veya ilaglarla beraber
leptin kullanilabilir. Bu ilaclarla beraber leptin uygulanmasi, hepatosit hasarini
engelleyerek ilaglarin terapotik seviyelerini de arttiracak umut verici bir gelisme
olabilir. Ancak leptinin ayn1 zamanda kanser hiicrelerine kars1 da olas1 antiapoptotik
ve antioksidan etkisi nedeniyle saglikli hiicreleri hedef alan, hiicre tipine spesifik
etkisini arttiracak genis ¢calismalara gereksinim vardir.

Yapilacak daha genis calismalarla leptin, proflaktik amach veya tedavi

amaciyla karaciger hastaliklarinda kullanilabilecek umut verici bir ajan olabilir.
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