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OZET

Hamarat M: ‘Mesanede iskemi/Reperfiizyon Olusturulan Ratlarda Leptin’in
Apoptozis Uzerine Etkisi’. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2008. Amagclar: Ratlarda
mesane  Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasarma leptinin  koruyucu etkisini
immiinohistokimyasal yontemlerle apoptozis iizerinden degerlendirmek. Yontemler:
Bu deneysel ¢alismada 24 adet Spraque-Dawley cinsi albino ratlar kullanildi. Deney

gruplar1 8’er adet ratdan olusmaktaydi.

Grup I (n=8): Kontrol Grubu, Grup II (n=8): I/R Grubu, Grup III: (n=8):Leptin
+ I/R Grubu

Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir islem uygulanmaksizin alt abdominal
kesi ile mesaneleri ¢ikarildi. I/R grubunda iskemi olusturmak igin aort bifurkasyonun
hemen {iizerinden abdominal aorta 45 dk. okliize edildi, takiben 60 dk. reperfiizyon
yapildi. L+I/R grubunda ise iskemi baslatilmadan 30 dk. &nce intra-peritoneal leptin
uygulandi. Her iki grupta reperfiizyon siiresinin sonunda ratlar sakrifiye edilerek
mesane dokulari alindi. Doku malondialdehit (MDA) ve TNF-o diizeyleri ile
biyokimyasal, 151k mikroskobunda Hematoksilen&Eozin boyama ile histopatolojik,
TUNEL ve bcl-2 boyama ydtemleriyle de apoptozis degerlendiridi. Sonuglar: I/R
grubunda artan doku MDA ve TNF-a diizeyleri leptin tedavisi verilen (L+I/R) grupta
onemli derecede azalmist1 (p<0.01). Histopatolojik olarak gruplar karsilastirildiginda
leptin verilen tedavi grubunda (L+i/R), polimorf niiveli 16kosit (PNL) infiltrasyonu
ve konjesyonda azalma tespit edildi. Urotelyum, stroma ve kas dokusundaki TUNEL
pozitif hiicre sayilar1 I/R grubunda belirgin olarak artti§1 saptanirken, leptin verilen
tedavi grubunda ise azalma gozlendi (p<0.01). Bcl-2 ile yapilan
immiinohistokimyasal boyama yénteminde I/R grubunda sik rastlanan apoptotik
hiicrelerin, L+I/R grubunda daha az izlendigi saptandi. Verilerimiz leptinin rat

mesanesinde I/R hasari iizerine koruyucu etkisinin oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi/Reperfiizyon, rat, mesane, leptin, apoptozis

Destekleyen Kurum: T.1.C.A.M
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ABSTRACT
Hamarat M: °‘Effects of Leptin on Apoptosis in Rats with Induced
Ischemia/Reperfusion in Bladder. Osmangazi University Medical Faculty,
Department of Urology, Thesis for Medical Speciality, Eskisehir, 2008.
Objective: To investigate the protective effect of leptin in rats with induced
ischemia/reperfusion (I/R) in bladder using immunohistochemical methods for
apoptosis and biochemical parameters. Methods: In this experimental study, 24
albino rats from Spraque-Dawley genus were used. Each experimental group

contained & rats.

Group I (n=8): Control Group, Group II (n=8): /R Group, Group III:
(n=8):Leptin + I/R Group

Bladders of rats in control group were removed using lower abdominal
incision without performing any procedure. In I/R group, abdominal aorta was
occluded just upper side of aortic bifurcation for 45 minutes for inducing ischemia,
and then reperfusion was performed for 60 minutes. In L+I/R group, intraperitoneal
leptin was administered 30 minutes before inducing ischemia. In both group, rats
were sacrificed at the end of the reperfusion and their bladders were removed.
Biochemical assessments were performed using tissue malondialdehyde (MDA) and
TNF-a levels, histopathological assessments using Hematoxilin&Eosin staining in
light microscope, apoptosis assesment using TUNEL and bcl-2 staining. Results:
Tissue MDA and TNF-a levels were increased in I/R group, but were significantly
decreased in group treated with leptin (L+I/R) (p<0.01). Histopathological
comparison of the groups showed a decrease both in polymorphonuclear leukocytes
and congestion in L+I/R group. TUNEL-positive cell counts in urothelium, stroma
and muscle tissue were significantly increased in I/R group, but decreased in leptin
group (p<0.01). With immunohistochemical staining using Bcl-2, apoptotic cells
were seen frequently in I/R group, but less frequent in L+I/R group. Our findings

showed that leptin had a protective effect on I/R injury in rat bladder.

Key words: ischemia/reperfusion, rat, bladder, leptin, apoptosis

Supporting organisation: T..C.A.M.
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1.GIRiS

Iskemi/Reperfiizyon  (I/R) hasar1  dokularda yeterli oksijen (O)
saglanamamasinin tetikledigi bir hiicresel olaylar dizisidir, sonugta tiim organlar ve
sistemler etkilenir. Son yillarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardan biridir.
Klinik olarak I/R hasari; organ transplantasyonu, travma, vaskiiler ve intestinal
cerrahide 6nem kazanmaktadir (1).

Mesanenin fonksiyonu idrar1 depolamak ve uygun bir zamanda bosaltmaktir.
Mesanenin homeostazt ve uygun fonksiyonun devamliligi igin arteriyel akim
icerisinden yeterli oksijen ve besin destegine ihtiya¢ vardir, ayn1 zamanda vendz
drenaj ile de atik iiriinlerin uzaklastirilmasi gerekmektedir (2—4). idrar retansiyonu,
aterosklerozis, vazospazm, embolizasyon ve trombozis gibi yas ile iliskili
bozukluklarda mesanede iskemi ve reperfiizyon gozlenmistir (2—7). Ayrica genis
major pelvik organ cerrahisinin alt {iriner sistemde siklikla disfonksiyona neden
oldugu bilinmektedir (3,4). Ateroskleroz ya da travmaya bagli kan akimindaki
azalma sonucunda mesane iskemisi gelisir. Bu durum mesanenin kontraksiyonu
esnasinda kompliyansda bozulmalara ve sonugta mesane disfonksiyonu gelismesine
sebep olabilir. Mesanede artmis duvar kalinligmin her miksiyonda siklik bir /R na
aracilik ettigi gosterilmistir (8). Akut overdistansiyon ya da retansiyon ile ardindan
yapilan dekompresyon veya kateterizasyondan sonra  goriillen mesane
disfonksiyonuna I/R’un neden oldugu bildirilmistir (9,10). Organ banyo teknikleri ve
histolojik calismalarla da I/R’nun mesane fonksiyonunu anlamli sekilde bozdugu
rapor edilmistir (6,7).

Iskemi sonrasi reperfiizyon hasarli dokularin iyilesmesi igin bir dnkosul
olmasina ragmen hasar1 daha da arttirabilmektedir (11). Iskemik dokunun
reperflizyonu ve yeniden oksijenizasyonu hiicre zarlarmin lipid peroksidasyonuna
neden olur ve ¢esitli hiicre fonksiyonlarinin degisimine sebep olan serbest oksijen
radikallerini (SOR) {iretir (4,12). Reperfiizyon ile iskemik dokuda olusan SOR’nin
bu hasardan sorumlu oldugu ortaya konulmustur (13). Mesanenin asiri
distansiyondan sonra kateterizasyonun reperfiizyon hasarmi baslattigi ve SOR bu

hasardaki ana faktorlerden biri oldugu gdsterilmistir (9,14). Bu sebeple iskemi



sonrast gelisen organ disfonksiyonunu 6nlemek i¢in SOR’nin azaltilmasi ile ilk
klinik uygulama baslatilmistir.

Son yapilan ¢alismalarda I/R hasarma bagli olarak gelisen serbest oksijen
radikalleri ve peroksinitritinin diiz kas, mukoza ve periferik sinirler gibi mesane
bilesenlerini etkileyerek, mesane disfonksiyonuna ve mesane instabilitesine neden
olduklar1 gdsterilmistir. Mannitol ve E vitamini gibi serbest radikal temizleyicilerinin
mesane disfonksiyonuna bagli I/R hasarmdan veya parsiyel ¢ikim tikanikligindan
korudugu rapor edilmistir (5,9).

Leptin, obezite (ob) gen {iriinii olan 167 aminoasit igceren, 16 kilo Dalton
(kDa) molekiil agirliginda, yag dokusunun yam sira birgok dokudan salinan bir
polipeptiddir. Leptinin santral ve periferik bircok etkisi vardir (15,16). Sitokinlerin
proliferatif aktivitesini arttirdig1 ve apoptozisi inhibe ettigi bidirilmistir (17,18).
Leptin ile ilgili son c¢aligmalar anjiyogenetik Ozelliginin yani sira endotel
hiicrelerinden nitrik oksit (NO), salinimini arttirarak vazodilatasyon olusturmasi gibi
etkileri de oldugu saptanmistir (19). Leptinin anti-oksidan enzimler olan katalaz,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz diizeylerini arttirarak direkt
olmasa da dolayli yoldan anti-oksidan etkinligi gosterilmistir (20).

Ince bagirsak (21), mide (22), bobrek (23) gibi birgok dokuda leptinin I/R
hasarma karst koruyucu etkinliginin arastirildigi c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda I/R hasarma kars1 leptinin koruyucu etkinligi rapor edilmistir. Ancak
mesanedeki I/R hasarma kars1 leptinin koruyucu etkisinin olup olmadigin1 gosteren
herhangi bir ¢caligmaya literatiirde rastlayamadik.

Fizyolojik ya da bircok stres ve hasar tarafindan baslatilan programli hiicre
Oliimii siireci olan apoptozisin, bir¢ok sistemde uygun fonksiyon ve homeostazin
devami i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (24).

Bu c¢alismada mesanede olusturulan I/R hasarina karsi leptinin koruyucu
etkisini degerlendirmeyi amacladik. Leptinin koruyucu etkisini gdsterebilmek icin
histopatolojik olarak Hematoksilen-Eozin (H&E), TUNEL ve bcl-2 boyama
yontemlerini, biyokimyasal olarak da doku TNF-a ve MDA diizey ol¢iimlerini
kullandik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Mesane Anatomisi

Mesane, bliylikliigii ve sekli kiginin yasina, cinsine ve i¢eriginin miktaria bagl
olarak degisen idrar deposudur. Pelvis boslugunun tabaninda yer alir. Kas ve zarlardan
yapilmistir. Yaklagik 500 ml kadar idrar depolayabilir. Endodermal kaynakli diiz kas
yapisinda detrusér adelesi ve mezodermal kaynakli trigon bdoliimiinden olusur.
Tabanina fundus vesicae, boyun boliimiine cervix (collum) vesicae, ug¢ kismina apex
vesicae denir. Fundus ile apex arasindaki genis boliimii ise corpus vesicae adini alir.
Cervix vesicae agagida liretra ile devam eder. Fundus vesicae ayn1 zamanda piramit
seklindeki organin arka-alt yliziinii olusturur. Apex vesicae ile iliskili olan urakus,
mesaneyi On karin duvarina asar. Bogsken pelvis minor iginde yer alan mesane
dolduk¢a On-orta hatta yukartya dogru uzanir. Tam dolu mesanenin iist siniri
umbilicus’a kadar yiikselebilir.

Tunika seroza organin iist yiizlinii kaplayan peritondur. Diger bir deyisle
mesane peritonun arkasinda kalan retroperitoneal bir organdir. Antero-inferior ve
lateralde mesane retropubik bu alanda perivezikal yag dokusu ve gevsek bag dokusu
ile pelvik yan duvara komsudur. Kadinda mesane ve rektum arasinda vajina ve uterus
bulundugundan dolayr mesane tabani ve uretra 6n vajinal duvara yaslamr. Erkekte ise
mesanenin tabani rektumla, aralarinda faysa rektovezikalis (Denonviller fasyasi),
seminal vezikiiller ve vaz deferensin ampullasi ile terminal iiretere komsudur. Mesane
boynu pelvik fasyaya siki bir sekilde fiksedir ve prostat ile devam eder. Mesanenin kas
tabakasi (detrusor), igte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler seyirli olmak iizere ii¢
katmanlidir. Ancak mesanenin {ist kisimlarinda bu tabakalar birbiriyle i¢ i¢e gegmis
halde bulunan longitidunal ve sirkiiler liflerden olugmaktadir. Parasempatik sistemin
etkisi ile kasilir. Ostium iireteris’leri birlestiren kivrima plica interureterica denilir.
Mesanenin tabaninda yer alan aciklik ostium wurethra internum adin1 alir. Burasi
tretranin bagladigr yerdir. Agiklik c¢evresindeki kas lifleri dairesel bir sekilde
seyrederek m. sphincter vesicae'y1 (sifinkter-biiziicii kas) olustururlar. Bu kas
parasempatik etki ile gevser ve idrarin gecmesini saglar. Sempatik liflerin mesaneye
etkisi parasempatiklerin tersi yondedir. Mesanenin i¢ yiiziinde her iki tireter orifisi ile

tepesi asagida mesane boynunda bulunan tiggen trigonum vesicae adin alir.



Mesanenin i¢ yiizeyi doldugunda diiz bir zemin, bosaldiginda ise katlantilar
olusturan transizyonel hiicreli epitelyum ile ddselidir. Urotelyum ince bir bazal

membran tizerine oturmus alt1 kat hiicre kalinligimdadir ve geri emilim 6zelligi yoktur.

2.1.1. Mesane Dolasimi

Mesaneyi besleyen damarlar a. iliaca interna’dan gelen a. vesicalis superior ve
inferior’dur. Ayrica komsuluk yaptigi organlari besleyen a. glutealis inferior, a.
obturatoria ile a. vaginalis ve a. uterina’dan (kadinlarda) da dallar gelir. Venleri organ
cevresinde bir ag olusturarak plexus venosus prostaticus yolu ile v. iliaca interna’ya
dokiiliirler. Lenfatik akimi biiyiik oranda internal iliak lenf diigiimlerine dogrudur. Alt

boliimiiniin lenfatik akimi prostat ¢evresindeki lenf damarlar ile baglantilidir.

2.1.2. Mesane Innervasyonu

Organin innervasyonunu saglayan sempatik sinir lifleri T;;-L,, parasempatik
sinir lifleri S, 4 medulla spinalis segmentlerinden gelirler. Afferent liflerinin de
sempatik ve parasempatik liflere (6zellikle agr1 duyusu ve dolulugu bildiren gerilme
duyusu parasempatikler ile) katilarak plexus vesicalis yolu ile medulla spinalis’e
ulagtigi kabul edilir. Agr1 duyusu 6n, dolgunluk hissi omuriligin arka kordonunda
iletilir. Mesanenin agrist karin 6n duvarmin alt boliimiinde, perinede ve erkeklerde

ayrica penis lizerinde hissedilir (yansiyan agri) (25).

2.2. Miksiyon Fizyolojisi

Normal miksiyon, duyusal bilgi mesanenin doldugunu ilettiginde fiziksel ve
sosyal olarak uygun bir zamanda istemli olarak gergeklesir. Miksiyon depolama ve
bosalma evresi olmak {iizere iki evrede incelenebilir. Depolama evresi boyunca
giderek artan sempatik uyar1 ve baskilanan parasempatik uyar1 yolu ile mesane i¢i
basing diisiik tutulur. Uretral sfinkter elektromyografi (EMG) aktivitesi giderek artar.
Normal bir mesanede mesane i¢i basing 0—6 cmH,0 olup, 15 cmH,0’yu agmamalidir
(26,27). Sikisma hissi ile birlikte (300 ml) detriisorii gevseten, sfinkteri kasan refleks
yollar aktive olur. Normal mesane kapasitesi 400750 ml arasinda degiskenlik
gosterebilir. Tk doluluk hissi 100-200 ml, doluluk hissi 300400 ml, acilen bosaltma

gereksinimi ve agr1 olarak tanimlanabilen “urgency” ise 400—500 ml’de hissedilir



(27). Depolama evresinde diisiik mesane i¢i basinglarda hipogastrik—pudendal
(sempatik) sinirler, yliksek mesane i¢i basinglarda (>15 cmH20) pelvik—pudendal
sinirler aracilifi ile detriisorun refleks inhibisyonu saglanir (28). Sakral segment arka
boynuzuna gelen afferent aktivite ara noronlar tarafindan baskilanabilir. Kapi—
kontrol teorisi olarak agiklanan, kalin somatik duyusal lifler ile ince mesane
afferentleri (A0 ve C) arasindaki inhibitor etkilesim de buna katkida bulunur.
Bosaltma evresinde mesaneden gelen uyarilar ve dorsolateral pons ve mamiller
cisimlerde giderek artan aktivite iseme esigini diisiiriir (26). Uretral sfinkter EMG
aktivitesi kesilir ve sfinkter basinci diiser. Sfinkter mekanizmasinin sakral iseme
merkezine refleks inhibisyonu ortadan kalkar, sempatik aktivite inhibe olur,
parasempatik yolaklar aktive olur ve sonucta detriisor kasilir. Boylece miksiyon

gerceklesir.

2.3 iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.3.1 Iskemi

Dokularin normal homeostazi i¢in gerekli olan oksijenin tasinmasindaki
yetersizlik iskemi olarak tanimlanir. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin
gerekli temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan ytiksek
enerjili fosfat baglar1 aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi
durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik
metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim
kinetigi degisir ve yliksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir. Bu durumda hiicre
kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (29-31).

Iskemiye direng farkli dokularda degiskenlik gosterir. Iskelet kas1 saatlerce
iskemiye maruz kalsa bile normale donebilirken, néronlar birka¢ dakikada irreversibl
hasara ugrayabilirler (29). Homeostaz icin gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle
ATP sentezinin azalmasi (ya mitokondrial oksidatif fosforilizasyon ya da anaerobik
glikoliz yolu ile ) intraselliiler metabolit birikmesine ve hiicre membraninda iyon
dengesizligine yol agar (31,32).

Oncelikle enerji gerektiren Na-K pompasi etkilenirken, Na' iyonlart
intraselliiler alana gecer ve komsu intertisyel boslukta osmotik dengeyi saglamak i¢in

bereberinde su ceker. Bunun sonucunda K’ iyonlar1 intraselliiler alandan,



ekstraselliiler alana kacar. Bu degisikliklere mitokondriyal fosfolipaz inaktivasyonu
eslik eder ve oksidatif fosforilasyon kaybi ortaya c¢ikar bdylece adenozin trifosfat
(ATP) iiretimi durma noktasina gelir. Iskemik hasara kars1 gelisen erken fazdaki bu
degisiklikler zedeleyici ajan ortadan kaldirilmazsa irreversibl hiicre hasar1 meydana
gelir (Sekil 2.1). Kalsiyum iyon dengesi bozulur, hiicre dist Ca™ plazma
membranindan iceriye akigi artarak stoplazmada birikir. Bu olaylar sonucunda
sirastyla mitokondriyal hasar, lizozomlarda sisme, endoplazmik retikulumun
dilatasyonu, enzim ve protein kaybi, hiicresel kompartmanlarin bozulmasi ve otoliz
meydana gelir. Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin

kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (33).

Mitokondi kN
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+ Oksioatif fosforilasyon
_!_
\
+ATP
1
+ Na pompasi + Glikolizis Diger
{{ etkiler
tca+, 20 ve ' +aGlikojen +pH " Ribozomlarin
Na+ girigi I ayrilmasi
1t K- pompasi - ‘
i Nukieer + Protein
kromatirni séntezi
Hucresel sisme kiimelesme i
mikroviluslarinin
kaybi Lipid
Kabarciklar depolanmasi
ER Sismesi

Sekil 2.1. iskemide erken fazdaki degisikler.

2.3.2. Reperfiizyon
Iskemik dokuda kan akimimin normale donmesi ile enerji kaynagmm geri

gelmesi ve toksik metabolitlerin temizlenmesi gibi iki yararli sonug¢ ortaya cikar.



Bundan dolay1 reperflizyon iskemik hasarin iyilesmesi i¢in 6n kosuldur. Ancak
paradoks olarak iskemik dokunun reperfiizyonu daha fazla hasarla sonuglanabilir
(29,34). Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya donmesi ile O, kaynakli serbest
radikallerin I/R hasarinda 6nemli rol oynadig1 bircok ¢alismada gdsterilmistir (35—
37).

Dokuda her iskemi peryodu sonrasinda progresif —mikrovaskiiler
obstriiksiyondan dolay1 reperfiizyon siireci gelismeyebilir. No-reflow fenomeni
olarak adrlandirilan bu siire¢ tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, mikrovaskiiler
yapmin bozulmasi (endotelde ddem, trombosit agregasyonu, hizli miyosit édemi
sonucu damarin kompresyonu) sorumlu tutulmaktadir (38). Reperflizyon siireci
iskemik intervalin uzunlugu ile iliskili oldugu gosterilmistir, 1-3 saat iskemik kalan
kaslar reperfiize edilebilirken, 5 saat iskemiye maruz kalan olgularda %40-50
oraninda no-reflow fenomeni gelismistir (39).

Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir
reaksiyon siirecini baglatir. Reperflizyon hasar1 SOR, endotelyal faktorler ve
noétrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesir. Hasar1 asil tetikleyen
olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir (40—43).

I/R’da doku hasarmin olusmasinda rol oynayan faktérler sunlardir;

I- Ksantin Oksidaz
II- Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) aktivasyonu
III- Endotelyal faktorler

1-Arasidonik asit metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGI,)
b)-Tromboksan A, (TxA,)
c)-Lokotrien By

2-Nitrik Oksit

3-Endotelin
IV- Komplemanlar
V- Sitokinler
VI- Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)



I. Ksantin Oksidaz Yolu

Post-iskemik donemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin en belirgin
kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve “oksidaz”
aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorligiinde ksantin
oksidaza doniismesi, intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika, karaciger,
dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakika siirmektedir. Bu da degisik dokularin iskemi-
reperfiizyon hasarina neden farkli oranlarda cevap verdigi konusunda aciklayici
olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol

agar (Sekil 2.2) (28,44-46).

ATP Ksantin dehidrogenaz
iskemi AFIF' Proteaz >Cat2
Afenuzin Ksantin oksidaz
inluzin l
Hipoksantin > 02+H202
v /
0
reoksijenizasyon >

Sekil 2.2. Iskemik dokularda ksantin oksidaz yolu ile serbest oksijen radikali iiretimi.

I1. Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) Aktivasyonu

PNL ile endotel hiicre iliskisi I/R sirasinda gelisen mikrovaskiiler hasarda
onemli rol oynamaktadir. Polimorf niiveli l6kositlerin  baslangictaki
kemoatraksiyonlar1 endotel hiicreleri ve ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon
ve migrasyonlar1 ise endotel hiicrelerde ve Idkositlerde bulunan adhezyon
molekiilleri araciligi ile olur (40). PNL’ler de endotel hiicreleri gibi SOR {iretme

kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PNL’in rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri



stiriilmiistiir. Bunlar; 1- Mikrovaskiiler okliizyon, 2- SOR salinmasi; 3- Sitotoksik

enzim salinmasi, 4- Vaskiiler permeablite artis1 ve 5- Sitokin saliniminda artistir (47).

II1. Endotelyal Faktorler
Vaskiiler endotelyal c¢eper pek ¢ok lokal hormon ve otakoid salgilayarak

vaskiiler diiz kas tonusunu diizenler (28,48).

1. Arasidonik Asit Metabolitleri

a) Prostasiklin (PGIL,): Endotel hiicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan
olan PGI, endotelyal ylizeylerde trombosit agregasyonunu oOnleyen giiglii bir
vazodilatatordiir. Prostasiklinler membran fosfolipidlerindeki fosfolipaz A,’nin
etkisiyle  arasidonik  asit  olusumuyla  baglar, siklooksijenaz  yoluyla
prostaglandinlerden olusur (48,49).

b) Tromboxan A, (TXA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile
olusan TXA, trombositleri agrege eder ve vazokonstriikktor etkisi vardir.
Reperfiizyon, prostaglandin {iretiminin en potent uyaranmdir. TXA,, iskemi-
reperfiizyonda endotelyuma noétrofil adhezyonunu indiikleyen giiglii bir kemotaktik
maddedir (49).

¢) Lokotrien B4 (LBy4): Lokotrienler, iskemi-reperfiizyon boyunca endotelyal
disfonksiyonda 6nemli rol oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit
metabolitleridir. LB4 noétrofil yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanir. Adezyon
molekiillerinin aktivasyonunu, endotelyal hiicrelere yapismayi, SOR’nin ve
proteazlarin iiretimini saglar. 3 saatlik iskemik periyodu mukozal LB, seviyelerini
degistirmezken, reperflizyonun izledigi ayni siireli iskemi mukozal LB, seviyelerinde

%200 ila 600 oraninda artisa yol agmaktadir (34,50).

2. Nitrik Oksit (NO)

Endotel tiirevli nitrik oksit veya relaxing faktér (ENDO, EDRF) olarak da
bilinen NO, asetil kolin uyarisi, hipoksi, endotoksin veya hiicresel zedelenmeye yanit
olarak dolasima salinabilmektedir. NO, sitozolik bir enzim olan nitrik oksit sentetaz
(NOS) tarafindan endotel hiicreleriyle beraber bir¢ok dokuda L-argininin L-sitriiline

doniistimii sirasinda olusan bir maddedir (51). Yar1 6mrii birkag saniye olan, difflize



10

olabilen bir maddedir. NO kendiliginden nitrat ve nitrite ayrigir. Hiicresel hasarin
yaninda biiyliik miktarlardaki NO parakrin ve otokrin fonksiyonlarin bozulmasina,
bolgesel kan akiminda dagilim bozukluguna yol agar (52). NO siiperoksit ile
reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO™) yoluyla sekonder sitotoksik {iriinler

olusturabilir (51).

3. Endotelin
Vaskiiler endotelde yapilan, parakrin ve otokrin etki gosteren, 21 aminoasitli,
bilinen en potent vazokonstriktdr bir polipeptiddir. Endotelin dolagimda ¢ok kii¢iik

konsantrasyonda (nanomolar/pikomolar) bulunur (49).

IV. Komplemanlar
Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve C5a’nin
tiretimine yol agar. Notrofiller tizerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adezyonun

artis1, serbest oksijen radikallerinin liretim ve salinmasini saglamaktir (29,48).

V. Sitokinler

I/R hasarini takiben dolasimda proinflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve
TNF-a belirir. TNF-a konakg¢i cevabinin olusumuna yol acan ilk ve en giiclii
mediyatorlerden biridir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda
¢ok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir. Yar1 omrii 15-18 dk.
olmasma ragmen TNF’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile 6nemli metabolik ve
hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin
aktive olmasina neden olur (53).

TNF-a ve IL-1B noétrofilleri aktive ederler ve komsu endotelyal hiicreleri
hasara ugratan degisik inflamatuar etkenlerin salgilanmasina yol agarlar. Bu
sitokinler ayn1 zamanda hiicre ylizey adezyon molekiillerinin ortaya ¢ikisini arttirmak
i¢cin endotelyal hiicreleri de aktive ederler, bu da aktif lI6kositlerin endotel hiicrelerine
yapismasina ve daha fazla hasarin olusmasina yol agar (54).

TNF-a, endotel hiicrelerine nétrofil agregasyon ve adezyonuna, siiperoksit
anyon olusumuna, ndtrofilik fagositoz ve sitotoksik aktivitesinin artmasina neden

olur (55). TNF-a’nin diger fonksiyonlar1 koagiilasyonun aktivasyonu, prostaglandin
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E2, platelet aktive edici faktdor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin
saliniminin arttirtlmasi saglar. Ayrica lenfositteki IL-2 {iretiminin ve hiicrelerin IL-2

ye cevabini arttirarak sok benzeri bir tabloya da neden olur (56).

VI. Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Fosfolipaz A,’nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden f{iretilir. Cok c¢esitli inflamatuar reaksiyonda (ARDS, Akut
pankreatit, Inflamatuar barsak hastalig1, Glomeruler hasar vs.) etkin oldugu gozlenen
bir substrattir (29,57). Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna ve graniil
iceriginin salinmasina yol acan olduk¢a kuvvetli bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli
bir notrofil kemoatraktan ve aktivatér bir maddedir ayrica TNF-a liretiminde énemli
bir rol oynar. Dokularin reperfiizyonu sonucu Idkositlerin aktivasyonuna,
adhezyonuna ve ayni1 zamanda vaskiiler permeabilite artisina yol agar. Pek ¢ok
calisma PAF’in in vitro ve in vivo ortamda lokositlerin mikrovaskiiler endotele
adezyonunu arttirdigin1  gostermistir. PAF’in reperfiizyon sonucu gerceklesen

kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir (29,58).

2.3.3. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller pozitif yiikli
(katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak nétral olabilirler. Molekiiler
oksijen, biradikal dogasmin bir sonucu olarak yiliksek derecede serbest oksijen
radikali (SOR) olusturma egilimindedir. Kisa dmiirlii ve anstabil molekiillerdir (59).

SOR normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit
radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali (OH")’dir. Oksijenin
rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif ytiklii bir
ara irlin olan siiperoksit radikali (O,") olusur. Siiperoksit radikalinden enzimatik
yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara iiriin olan hidrojen peroksit radikali
(H20,) olusur. Daha sonra ozellikle mitokondride diger bir {iriin olan hidroksil
radikali (OH") olusur. Organizmada bu serbest radikaller disinda, hipoklorik asit gibi

radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan
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zararll oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Serbest oksijen radikallerinden en aktif
olan1 OH" radikalidir (59).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (O;)
dismutasyonu ile olur (Sekil 2.3). Bu reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana
geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da

stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.

210, <2 Fererhn D O,

Sekil 2.3. Dismutasyon reaksiyonu.

Hidrojen peroksit (H,O,) bir serbest radikal olmadigi halde serbest oksijen
radikalleri (SOR) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol
oynar. Ciinkii Fe"" veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu

sonucu, siiperoksit radikalinin (O;") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur

(Sekil 2.4).

-------
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Sekil 2.4. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
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Stiperoksit radikalinin lipid solubilitesi sinirli oldugu halde hidrojen peroksit
lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan
fakat Fe'" iceren membranlarda hasar olusturabilir.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O,”) ve hidroksil radikali
(OH") sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda
lipid peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana
gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle
proteinlerdeki sistein siilthidril gruplart ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak
yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (60). Bu hasarlanma 6zetle su
mekanizmalarla olur;

Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid
peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi, SOR’nin neden oldugu hiicre hasarinin
onemli bir Ozelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Lipid radikallerinin

molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur. Lipid

peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve bdylece olay
kendi kendini katalizleyerek devam eder. Olusan membran hasari hiicre duvarini
etkileyebilecegi gibi hiicre i¢i organellerin membranlarin1 da ilgilendirmektedir.
Lizozom membraninin hasar1 sonucu serbestlesen lizozomal enzimler hiicre
hasariin artmasina neden olur (61).

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki

alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha
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fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA)
meydana gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikat6rii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle 1yi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6l¢iilmesi

lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir (62).

Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkisiyle, yapilarinda fazla sayida distilfit bagi bulunan
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur,
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin SOR iireten reaksiyonlara
maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi
hem proteinleri de serbest radikallerden énemli oranda zarar gériirler. Ozellikle

oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O;7) veya hidrojen peroksitle (H,O,)

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (62,63).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

SOR, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek zincir
kirilmalart olusturur. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan

hidrojen peroksit (H,0,) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre gekirdegine

ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6limiine yol acabilir
(64,65).

2.4. I/R Hasarma Kars1 Olusan Savunma Mekanizmalari

SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in birgok
savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidan olarak da adlandirilan bu savunma

mekanizmalarinin etkileri dort ayr sekilde olur;
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1) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

2) SOR’ni baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etki zincir kiriel
etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

3) SOR’yle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle doniistiirme bastiricr etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.

4) SOR’ni etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile cevirme toplayici
etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik molekiiller bu tip etki

gosterirler. Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

2.4.1. Endojen Antioksidanlar
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa
ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar
1) Siiperoksit dismutaz (SOD)
2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
3) Glutatyon S-Transferazlar (GST)
4) Katalaz (CAT)
5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

6) Hidroperoksidaz

Enzim olmayan endojen antioksidanlar
1) Melatonin
2) Seruloplazmin
3) Transferrin
4) Miyoglobin
5) Hemoglobin
6) Ferritin
7) Bilirubin
8) Glutatyon
9) Sistein
10) Metiyonin
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11) Urat
12) Laktoferrin
13) Alblimin

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar
Vitamin olan eksojen antioksidanlar: 1) a-tokoferol (vitamin E), 2) B-

karoten, 3) Askorbik asit (vitamin C), 4) Folik asit (folat).

flac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar:
1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten)
2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum
kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)
3) Rekombinant siiperoksit dismutaz
4) Trolox-C (vitamin E analogu)
5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)
6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albimin)
7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
8) Notrofil adezyon inhibitorleri
9) Sitokinler (TNF ve IL—-1)
10) Barbitiiratlar
11) Demir selatorleri (Sekil 2.5).

I/R hasarmna kars1 bashca korunma mekanizmalarimi 3 grupta toplayabiliriz;

1- Fizyolojik: Siiperoksit dismutaz, katalaz, NO gibi serbest radikal
temizleyicileri.

2- Farmakolojik: Mannitol, allopurinol, antioksidanlar, desferoksamin.

3- Fiziksel: Iskemik prekondiisyon, hipotermi.
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Sekil 2.5. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve antioksidan mekanizmalar.

2.5. Leptin

Leptin, latince /epfos kelimesinden tiiretilmis zayiflatict anlaminda, yag
hiicresinde ve diger bircok dokuda ob-gen tartafindan {iretilen ve plazmaya salinan
bir hormondur (66,67). Kana gectikten sonra 6zel reseptorleri araciligi ile kan beyin
bariyerini asarak merkezi sinir sistemine ulasir ve besin alimini azaltip, enerji

harcamasini arttirarak etkisini gosterir (68).

2.5.1. Leptinin Ozellikleri

1994 yilinda J Fridman ve Y Zhang uzun siiren yag hiicresi kiiltiiri
caligmalar1 sonucu ob-geni izole ettiler ve leptinin ob-gen tarafindan yag hiicresinde
tiretildigi ve plazmada belirli bir kan seviyesi olusturdugu ilk defa aym ekip
tarafindan bildirildi (69).

Leptin 167 amino asit i¢eren, 16 kDa molekiil agirliginda yag hiicresi ve bir

cok dokudan salgilandig1 saptanan, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan kanda
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serbest ve proteine bagli olarak tasinan bir polipeptidir (69,70). Leptin, ob-gen
tarafindan kodlanir ve bu gen, sicanlarda 6 no’lu kromozomda, insanlarda ise 7.
kromozomun uzun kolundadir (7q31 bolgesinde). Yapist IL-6 ve IL-11, IL 12 ile
benzerlik gosterir. Biyolojik aktiviteden N-terminal bolgesi sorumludur (71). Leptin
organizmada bobrekler tarafindan idrar yolu ile atilir. Saglikli eriskinlerde plazma

leptinin fizyolojik sinirlart 5-20 ng/ml arasindadir (72).

2.5.2. Leptin Reseptorleri

Leptin etkisini leptin reseptorleri yoluyla gerceklestirir. Leptin reseptori,
1996 yilinda, leptine rezistans oldugu gosterilen db/db farelerde db-gen iiriinii olarak
kesfedilmistir. Leptin reseptorleri, farelerde 4. kromozomda bulunan db-geni
tarafindan kodlanir (73). Leptin, sitokin ailesine olan asir1 benzerligi nedeniyle Klas—
1 sitokin reseptor ailesinden sayilmaktadir. Leptin IL-6 ve IL—11 ile yliksek oranda
benzerlik gosterirken, leptin reseptorleri de IL—6 ile homoloji gostermektedir-
Toplam 6 reseptor saptanmistir. Bunlar; OB Ra-b-c-d-e-f *dir.

OB Re reseptorii hari¢ diger 5 tanesi transmembrandz alana sahip olup sadece
OB Rb (uzun leptin reseptorii) intraseliiler motifler igerir. OB Re ise ¢Oziiniir
reseptor seklinde dolasimda bulunur. Bir leptin tasiyici protein olup kanda biyolojik
olarak aktif leptinin potansiyel rezervuari olarak gérev gormektedir (74).

OB-Rb (uzun form) reseptorler sinyal iletme kapasitesine sahiptirler ve en
cok hipotalamusta; az miktarda akciger, bobrekler, karaciger, iskelet kasi, kalp,
pankreas, ince barsaklar, overler, testisler, hematopoetik hiicreler, yag doku ve daha
bir¢ok hiicre ve dokuda bulunur (75).

OB-Ra (kisa form) reseptorlerin ise intraselliiler sinyal i¢in gerekli olan
segmentlerin tlimiinii tasimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde rolleri ¢ok az veya
yoktur. Bunlar, baslica bobrek, akciger, beyin kapillerleri ve pleksus koroideusta
bulunurlar. Beyin kapillerleri ve pleksus koroideus’da OB-Ra reseptorlerinin bol
olarak bulunmasi, kisa form reseptorlerin leptinin merkezi sinir sistemine
transportunda 6nemli gorevleri oldugunu diistindiirmektedir (76).

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 gdsterir (Sekil



19

2,6). Leptin ayrica insiilin ile beraber arkuat nukleusta fosfatidilinozitol 3 kinazi

(PI3K) stimiile ederek etkisini gosterir (77).

MNuzlens

Sekil 2.6. Leptin reseptoriiniin aktivasyonu.

2.5.3 Leptin Sentezi ve Sekresyonunun Regiilasyanu

Leptin baslica adipositlerde sentezlenir, yag hiicresinde ob-gen tarafindan
mRNA'ya kodlanarak iiretilir (67,77). Leptinin deri alti yag dokusu hiicrelerinde
mRNA miktart visseral yag dokusuna gore 2 misli fazladir ve yag hiicresinden
salgilanmasi b3 adrenerjik reseptorler araciligi ile olur.

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi

(VKI) olsa da bir ¢ok faktdr leptinin regiilasyonunda rol almaktadir (78) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Leptin sentezini etkileyen faktorler.

Sitiimiile edenler Inhibe edenler
Besin alinim Tiroid hormonlari
Insiilin Biiyiime hormonu
Glukokortikoitler Somatostatin
Prolaktin Yag asitleri
Ostrojenik hormonlar Katekolaminler
TNF alfa (akut) Androjenik hormonlar
Ates TNF alfa kronik
Endotoksemi Aglik
Metil p tirozin Egzersiz

Uzun siire soguga maruz kalma

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 ytkselir (79,80).

Kadinlarda erkeklerden daha yiiksek bulunur. Kadinlarda yag dokusunun
fazla olmas1 ve erkeklerde testosteronun leptin sekresyonunu inhibe etmesi bu seks
farkliliginin nedenleri olarak diisiiniilmektedir. Yar1 6mrii 25 dakikadir ve obezlerde
yart Omrii degismez (81,82). 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
diiger (83).

Leptin sekresyonu sirkadiyen degisiklik gosterir. Sabah en diisiiktiir, 6gleden
sonra artmaya baslar ve gece saat 01:00-04:00 arasi pik yapar Gece ise LH
pulsasyonlariyla senkronize bir salinimi vardir. Leptin sekresyonu ayrica pulsatil bir

karakter gosterir (84).

2.5.4. 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
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mekanizmasi bir¢ok hipofizer hormonun regiilasyonunda goérev alan ve asil etkisi
istaht artirmak olan ndropeptid-Y ’nin arkuat niikleus’dan salinimi ve ekspresyonunu
inhibe etmektir (85). Bununla birlikte yapilan g¢alismalar 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 (néropeptid-Y gibi) giinliik gida alimini artirdigi gibi enerji
harcanmasin1 da azaltarak pozitif enerji dengesine neden olurlar. Katabolik olanlar
ise gida almim azaltirlar ve enerji harcanmasmi arttirirlar.  Katabolik
mediyatorlerdenilk tanimlanan ve en énemli olan1 bir melanokortin ailesi iiyesi olan
melanosit stimiilan hormon (MSH)’dur. MSH, pro-opiomelanokortin (POMC)
prekiirsoriinden olusan bir molekiildiir ve melanokortin reseptor ailesinin birgok
tiyesi i¢in liganddir. Bu iiyelerden en onemlileri 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 alimimin baskilandigimin gosterilmesi, MC4R iizerinden sinyallerin
gida alimimi ve yag dokusundaki artisi siirlandirdigini gostermistir. MC3R’deki
genetik eksiklik viicutta fazla yag depolanmasina neden olsa da bu etki 1limli bir
etkidir ve artmig gida alimi s6z konusu degildir. POMC néronlari niikleus
arkuatus’da noropeptid-Y’ye olduk¢a yakin bulunurlar ve leptin tarafindan regiile

edilirler (86).

2.5.5. Leptinin Etkileri

Besin Alinimi ve Enerji Metabolizmasina Etkiler

Leptin, beyinde kilo alimina neden olan anabolik sinyal iletimini inhibe,
enerji harcanmasini arttiran katabolik sinyal iletimini aktive ederek fazla kilo alimina
engel olur. Leptinden bagka gastrointestinal sistemden de 6giin boyutunu ve sikligini
diizenlemek i¢in beyine sinyaller gelir. Bunlarmm bir kismu direkt olarak
gastrointestinal traktusun gerilmesi sonucu mekanik impulslarla gelirken, biiyiik
cogunlugu vagus sinirinin afferent dallar1 ile ulasir. Vagusla ulasan hormonal
doygunluk sinyalinden ilk bulunan1 ve en 6nemlisi kolesistokinin’dir. Leptin ayni
zamanda kolesistokinin ile uyum iginde caligmaktadir. Leptin kolesistokinine olan

duyarlilig1r da arttirir ve boylece 68lin hacmi azaltilmis olur (86). Leptin yemek
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yemeyi azaltarak kilo kaybettirir ve enerji harcanmasini arttirir. Bu nedenle leptine
anti-obesite hormonuda denilmektedir (87).

Leptin, enerji dengesi ve viicut agirliginin diizenlenmesinde insiilin ile
birlikte 6nemli rol oynar. Plazma insiilin seviyesiyle leptin konsantrasyonu arasinda
bir korelasyon vardir. Yapilan ¢aligsmalarda uzun siireli hiperinsiilinemide plazma
leptininin artti1 bulunmustur. Insiilinin leptin iiretimini yag hiicresinde ob-geni
stimiile ederek indirekt yolla arttirdig1 sOylenebilir (88,89). Leptin yoklugunda
hayvanlarda ve insanda obezite ve tip-1I diyabet gelistigi bilinmektedir. Leptinin tip-

IT diabetes mellitusta insiiline direng gelisiminde rolii vardir (90).

Leptin, Hematopoez ve immiin Sistem

Hematopoetik dokularda ve embriyonik gelisim donemlerindeki “stem”
hiicrelerinde leptin reseptorlerinin  gosterilmesi leptinin  hematopoezde rolii
olabilecegini diisiindliirmiistiir (91). Kemik iligindeki adipositlerde leptin sekresyonu
gosterilmis ve leptinin hematopoezisde 6nemli rol oynadigi saptanmistir. Kok
hiicrelerin diferansiyasyonunda ve osteoblast olusumunda Onemli rol oynadigi
gosterilmigtir. Leptin, lokosit sentezini uyarir ve eritropoetin  hormonunun
eritrositlere olan etkisini arttirir (92). Tipki bakteriler gibi leptin de makrofajlari
aktive ederek fagositozu giiclendirir ve onlardan pro ve anti-inflamatuar sitokin
salinimini uyarir (93). Leptin, gesitli hiicre tiplerinde proliferatif ve anti-apoptotik
etkiler gosterir(94,95). Leptinin CD4+ helper T hiicrelerinde stimiilasyon etkisi ile
proliferasyonu artirdigi gosterilmistir. Leptin, Th2 yanitin1 inhibe ederken Thl
yanitin destekler (96) (Sekil 2.7).

Leptin, enfeksiyon ve otoimmuniteye duyarliligin dengelenmesinde énemli role
sahiptir (96). Leptin yetmezlikli hastalarda immiin sistemde degisiklikler oldugu
saptanmis olup, ayrica bu hastalarda antioksidan koruma sisteminin bozuk oldugu da
gosterilmigtir. Ekzojen leptin verilmesinin, leptin yetmezligi veya diisiik leptin

diizeyi ile iliskili immunolojik bozukluklar1 diizelttigi bildirilmistir (94).
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Sekil 2.7. Leptinin hematopoez ve immun sisteme etkileri.

Leptin ve Anjiogenez

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 davrandigini diistindiirmiistiir (97). 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 (98). Hem in vitro hem in vivo ¢alismalar, leptinin

anjiyogenezi ilerletici aktivitesi oldugunu gostermistir. Bununla beraber ob/ob
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farelere sistemik veya topikal olarak leptin verilmesi anjiyogenezi etkilemeden yara

iyilesmesini hizlandirmaktadir (99,100).

Leptin ve Metabolizma

Leptinin metabolizma iizerine iyi bilinmeyen ve olasilikla oldukc¢a 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 (101). Leptin, yag asidi sentezinde hiz sinirlayici enzim olan Asetil Ko-A
karboksilaz aktivitesini inhibe ederek yag asidi ve trigliserid sentezini azaltip lipid
oksidasyonunu artirir (67). Yiiksek doz leptin pankreasin B hiicrelerinden insiilin
salimimi iizerine inhibitdr etki gdstermektedir (102). Leptin, tiroid hormonlarinin
seviyesini ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak kenetlenmeyi bozucu
protein (UCP) olusumunu ve sonugta termogenezi (ATP sentezi yerine 1s1 agiga

ctkmasini) arttirir (98).

Leptin ve Obezite

Leptin eksikliginin obezite ile sonuc¢landig1 giinlimiizde artik oldukga iyi
bilinen ve kabul edilmis bir gercektir. Ob/ob farelerdeki “nonsense” bir mutasyon
obezite, artmig gida alimi (istah) ve diyabet gelismesi ile sonuglanmaktadir ve ayni
farelerde adipositlerden leptinin sentez ve sekresyonunun bozuk ve yetersiz oldugu
da saptanmistir (90). Benzer sekilde leptine direng gosteren db/db fareler de
obezdirler (103) 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 konsantrasyonlar1 obezite gdstergeleri olan
viicut kitle indeksi (VKI) ve viicut yag kitlesi orani ile pozitif bir korelasyon
gostermektedir (104). 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 gériilmemesi
obezitede asil sorunun leptin eksikliginden c¢ok leptin rezistanst oldugunu
disiindiirmektedir. Obez insanlarin  biiylik ¢ogunlugunda serum leptin
konsantrasyonlar1 yiiksektir ve kilo verimi ile tekrar azalir (105). Ayrica obez

insanlardaki plazma leptin konsantrasyonlar1 her ne kadar obez olmayanlara gore 5
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kat kadar yiiksek olsa da serebral sividaki leptin konsantrasyonlariin sadece ¢ok az
yiiksek olmasi leptin rezistansini kolaylastiran hiz sinirlayict faktoriin santral sinir
sistemine leptin transportundaki defekt oldugunu gostermektedir (106,107).

Leptin antiobezite etkisini baslica enerji alimini azaltarak (istahin azaltilarak
daha az gida alinmasi) ve enerji harcanimini artirarak (sempatik sinir sistemi

aktivasyonu, termogenezis, artmis oksijen tiiketimi) gostermektedir (74).

2.6. Apoptozis

Apoptoz eski Yunanca ‘apo’ (ayr1) ve °‘ptosis’ (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmis bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar
yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
acmastyla gergeklesen hiicre Oliim tipi, klasik Yunan tarihgisi olan James
Cormack’1n onerisiyle “’apoptoz’’ olarak adlandirilmistir (108).

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif
edilmistir. Kerr fizyolojik olarak olen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis
kromatin pargalarini gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu
olay1 “biiziisme nekrozu” olarak adlandirmistir (109).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmas1 gereken hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir (110,111). Apoptozis ve
mitozis dokuda siirekli bir denge halindedir. Zamani1 gelince 6len hiicreler daha
onceden programlanmis bir sekilde dliirler (programmed cell death). Tiim bu 6liimler
fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu 6liim sekli fizyolojik hiicre oliimii
(physiological cell death) olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’s1
hasarlanmis (virlis etkisi veya g¢evresel nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar
gérmemesi i¢in kendilerini dldiiriirler (cell suicide) ve bunu organizmanin yarari i¢in
yaparlar. Doku homeostazisi i¢in (6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin
“turnover”inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan dlerek kaybolur (cell deletion). Iste,
tim bu kavramlar (programlanmug hiicre oliimii, fizyolojik hiicre oliimii, hiicre
intihari, hiicre kaybt) apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen terimlerdir

(110,112,113).
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Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin
elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigliniin kalmadigini,
apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir (114). 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt
olarak apoptozisi se¢gmedigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak
hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir (115). Bdylece apoptozisin genler
tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmistir. Apoptozis genetik
olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir (116).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢Oziiniir, plasma
membrani yirtilir. Stoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membram1 yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi igin yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile dlecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
Onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir. Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak
yokeder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir

(110,117).

2.6.1. Apoptozisin Onemi

Insan viicudunda her saniyede 100 000 hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hiicre apoptozis ile Oliir (118). Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir
stirectir. Programlanmis hiicre Oliimii, 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 yaklasik 5x10'" kan hiicresi
apoptozis yolu ile yok edilmektedir (119). Barsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin oldiiriilerek
uzaklastirilmas: apoptozise Ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya

organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin
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viriisle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarlit DNA da apoptozis yolu
ile ortadan kaldirilir (119,120). Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile
Oldiirtilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (121). Apoptozis, doku gelisimi esnasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de rol alir. Ornegin bécek ve amfibilerin
metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek
de memelilerde sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmis hiicre 6limidiir.
Fazla sayida tiretilen ndéronlarin %50°den fazlas1 programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
ortadan kaldirilir. Ayrica akut hiicre hasari durumunda da apoptozis rol almaktadir

(119).

2.6.2 Apoptozide Hiicre Morfolojisi

Apoptoz, 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
parcalara ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha
diffiiz goriinlimdedir. Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriiniim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 0Ozgiil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp. (baz ¢ifti) biiylikliigliinde parcalara
ayrilmasidir. Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’’ olarak isimlendirilen
merdiven seklinde bir goriiniim olusur (122). Normalde bir hiicrede birbirini takip
eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300 000 kirilma meydana gelir ve
hiicre onarimi yapilamaz.

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’{inli kaybederler. Bu goriinlim, muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasma baghdir.
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
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parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir. Hiicre heniiz yasamaya
devam etmektedir (123).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanmir ve
fagosite edilir.  Apoptotik  hiicrelerin  taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir (116).

Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, UV 1s1k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan
istenmeyen bir siiregtir. Hiicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu
hiicre igerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de etkilenir

(117) (Sekil 2.8) (Tablo 2.2).

mitochondrial morphological membrane U'e,_ii_ﬁdwﬂ

NEKROZ

chromatin pattern conserved

mitochondrial morphology
preserved =

APOPTOZIS

apaptolis hadies

nuclear changas

Sekil 2.8. Nekroz ve apoptozis arasindaki farklar.
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Tablo 2.2. Nekrozis ve apoptozis arasindaki farkliliklar.

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Iskemi Biiyiime faktori eksikligi
Hipertermi Hiicre yaglanmasi
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglar1
Yol acan Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon o
Nedenler konsantrasyonlari Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
Siddetli oksidatif stress aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stress
Hiicre membrant Intakt hiicre membran1 fakat
biitlinliigiiniin kayb1 membranda “bleb”lerin olusumu
Kromatin “flocculation”u Kromatinin niikleer membran
civarinda toplanmasi ve
Morfolojik ve | Hiicre sismesi yogunlasmast
Histolojik | Organellerin disintegrasyonu | Hiicre kiigiilmesi
Ozellikler | Endoplazmik retikulumun Organellerde disintegrasyon yok
dilatasyonu Hiicrenin intakt mitakondri, ribozom,
Biiytik vakuollerin olusumu | nucleus parcalar1 ve diger organelleri
Hiicre lizisi iceren membranla kapli apoptotik
cisimciklere par¢alanmasi
Bozulmus iyon hemostazisi | Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarm ve
enzimatik basamaklarin olmasi
ATP gerekmez (pasif siire¢) | ATP gereklidir (aktif siireg)
+4°C’de gergeklesebilir +4°C’de ger¢eklesmez
DNA rastgele pargalanir DNA internukleozomal alanlarda
. (agaroz jel elektroforezinde 180 kb ciftinin katlar1 olacak sekilde
Biyokimyasal | . 02 e e e o )
Ozellikler smear” goriintiisii) kirilir mono Ve.ohgonukleozor.nlara
ayrilir (agaroz jel elektroforezinde
Postlitik DNA merdiven patterni—apoptozisin en
fragmentasyonu (6liimiin ge¢ | 6nemli belirteci)
safhasinda) Prelitik DNA fragmentasyonu
(erken evrede gergeklesir)
Hiicreler gruplar halinde 6liir Hucreler .j[e.l.( tek veya birkact
} " birarada Sliir
Fizyolojik olmayan . .
~ . Fizyolojik sartlarda da
. (patolojik) etkiler sonucu o
Diger ; gergeklesebilir
Ozellikler gergeklesir Komsu hiicreler veya makrofajlar

Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon goriilmez
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2.6.3. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptozisin klasik tanimlamasi otonomik ve programli hiicre intihar1 olarak
da ifade edilebilir. Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan ¢esitli sinyaller
yoluyla tetiklenebilir (124). Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas
Ligant (FasL) ve Tiimér nekrozis faktér (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii
olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre
Olimii gergeklesir (125). Bunun disinda apoptozis biiyiime faktér ya da hormon
eksikligi, viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler, kemoterapdtikler,
radyasyon gibi bazi faktorler ile de baglatilabilir. Agir DNA hasarina yanit olarak
aktive olan p53 geni, reaktif oksijen radikalleri (hem mitokondri, hem plazma
membrai, hem de genom {izerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak) apoptozisi

tetikleyebilmektedir.

I— Apoptozis sinyalinin olusumu
Apoptozisin indiiklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldigi
bilinmektedir. Bunlar “’ekstrensek’’ hiicre dis1 ve “’intrensek’’ hiicre i¢i sinyal

yollaridir (Sekil 2.9).

1- Ekstrensek sinyal yolu

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanma ile tetiklenme

2- Intrensek sinyal yolu
a) Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi

b) Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olusturulmasi
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INTRENSEK SINYAL YOLU

UV, radiation, chemo,

ER Stress
hypoxia {misfolded proteins)
Damh‘ Plasma
b 4 Membrane
Adapter
¥ Procaspase-12
Initiatar Mitokondri
Caspase-d — Initiater
\‘ Caspase-12
O
Gﬂﬂé:_,f
Effactor Apatd [T 7]
Caspases Endo GN & AIF Endc_rplasmllt‘: Effector
| Initiator roticulim Caspases
caspase-9
S
MNucleus
L L ]
T 5
APOPTOZIS APOPTOZIS b LB

I Death domain

Sekil 2.9. intrensek ve ekstrensek sinyal yolu tetikleyicileri.

1) Ekstrensek Sinyal Yolu

Fas Ligand (FasL) ve TNF

Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL) ve
Tiimér nekrozis faktér (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii olarak da
adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptdrlerine baglanmasi ile hiicre olimi
gerceklesir Sitokinler protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere
baglanarak hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasini kontrol eder. Sitokinler, yapisal
ozelliklerine gore; sitokin bagimli biiyiime faktorii, TNF ve helikal sitokinler olmak
iizere {i¢ alt gruba ayrilirlar. Onemli bir apoptotik faktdr olan Fas Ligand (FasL),
TNF ailesinin bir iiyesidir (126). TNF, hedef hiicredeki TNFR—1 (Timor nekrozis
faktor reseptor—1) ve TNFR—2 (Tiimor nekrozis faktdr reseptor—2) adli 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-II membran proteini gibi sentezlenir.

FasL’in N terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru



32

uzanmaktadir (127). Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri
aracilif1 ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gecen formlari
mevcuttur. Bu serbest formlarina, solubl TNF ve solubl FasL adi verilmektedir (128).
Solubl formda bulunan TNF ve FasL’da apoptozisi aktive etmektedir. Ancak
membrana baglhi TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini aktive etmekte solubl

formlarindan daha etkili olduklar1 saptanmistir (129) (Sekil 2.10).

Ligand
(FasL, TNF-x, TRAIL)

o090

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DR, ...)

Hiicre membram

Adaptors
[FADD, TRADD)

=~ Activation of
Caspases-3, -6, -7 ~——j

APOPTOZiS
active Caspase-8

Sekil 2.10. Fas ve TNF 6liim reseptor ve aktivatorleri.

2 Intrensek Sinyal Yolu
a) Mitokondriyal yolak: Memeli hiicrelerinde major apoptotik sinyal yolu
mitokondrialdir. Radyasyon, toksinler, 1s1 artigi, cogu kemoterapdtik ajan, timor
supresor genler, DNA hasarinda, viral virulans faktor ile intrensek mitokondrial
yolak iizerinden apoptotik siire¢in baslamasina neden olurlar (130) (Sekil 2.11).
Sitokrom-C mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport
zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlasilan Onemiyle apoptozis siirecinde
merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom-C’nin mitokondriden

sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir
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doneme girildigini isaret eder. Sitokrom-C mekanizmasit heniiz tam olarak
aydinlatilamamis bir sekilde mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (AIF,
apoptosis-inducing factor) ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom-C sitoplazmik
protein olan Apaf-1 (apoptotic protease activating factor—1)’e baglanir ve onu
aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks
olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline
dontismesini saglar. Aktif kaspaz—9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’ii aktive
eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (/CAD,
inhibitor  of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece
ICAD’iiniin  bagladig1 kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD, caspase-
activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA

fragmantasyonuna neden olur (131).

A. Mitokondrial sinyal yolu ve Kaspaz aktivasyonu

(‘&@[}\ Cyto c release
Apoplotic : 1 Formation of » Activation of
stimulus » (( Mitochondria ] ’ ... B Apoptcsome Caspase 9
|

B.Apoptozom formasyonu ve aktivasyonu

Apoptosome

Sekil 2.11. intrensek apoptotik sinyal yolu.
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b) Endoplazmik Retikulum (ER) Aracii Apoptozis Olusturulmasi: Son
zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagiml
endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (132). Bu yol
mitokondrial/sitokrom-C ve 6liim reseptdr aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
bircok siirecte kritik dneme sahiptir. Kaspaz—12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptozis igin 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 yoOnelir. Kaspaz—9 ile karsilikli olarak
etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Son ¢aligmalar, in vivo ve in vitro

olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir (133).

2.6.4 Apoptozis Siirecini Baslatan Diger Nedenler

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasaria yanit
olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53 bir pro-apoptotik bcl—
2 ailesi liyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol agararak apoptozisi baglatir. p53 bax’in
indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS gibi hiicre yiizey 6lim reseptorlerinin
indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir (134).

Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem
mitokondri hem plazma membrani hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara
bagli olarak da baslatilabilir (134).

Apoptozisi biiylime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.
Hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum agligina (serum starvation)
maruz birakilirlarsa apoptozisle oliirler. Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici
bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagli olarak gergeklesir. Ayrica, bir pro-
apoptotik (apoptozis uyarici) ve bir bel-2 ailesi iiyesi olan Bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baslatici bir faktdr olan
sitokrom-C’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gerceklesir (134).

Apoptozisi baslatan bir baska neden ise, sitotoksik T Ilenfositlerinden

saliverilen Granzim B’lerin (GrB) hedef hiicrede (6rnegin viriisle enfekte hiicre veya



35

kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir. GranzimB bir serin proteaz
enzimidir. Sitoplazma igine 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
baglatir (134,135) (Sekil 2.12).

@ .
f b Sitotoksik
@ b _. Regulatdrler T hiicreleri
) / inhibisyon: Hizlandinr: g cjanac Adaptor
Cepcsidoind BCL-2 ~ BAX - proteinler
- Radyasyon 4 kas katlari
Y Iy BCL-X,  BAD ile infaz
: ;Zt;g‘s?r Digerleri  Digerleri —
radikaller :
;nmt::;s:i:(k s oy SONlanma Granzim B
. sinyaller e P53 e v kaskati
T """ aktivasyonu @
DNA .\
hasari s Endonukleaz

aktivasyonu Hiicre iskeletinin
katabolizmast

pargalanmasi

Fagositik hiicre
reseptbrleri igin
baglar

Apoptotik cisim

Sekil 2.12. Apoptozisteki olaylarin sematik goriiniimii.

2.6.5. Apoptozisde Hiicre I¢i Sinyal Iletiminin Regiilasyonu

Ca™

Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullamlan Ca"" apoptoziste de rol
oynar. Hiicre igindeki Ca" iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir.  Kalsiyum  iyonlar1  endoniikleaz  aktivasyonunda,  doku
transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda

ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler (115,134).



36

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 tamimlanmistir ve ¢ogu da apoptozisde rol
almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskad (selale tarzi
reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatict kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektdr kaspazlar olarak bilinir. Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan Oliim sinyallerini efektér kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri 6rnegin, 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. Ilk tammlanan enzim ICE (interldkin 1-B
doniistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom
C’nin  stoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla
aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom-C’nin saliverilmesine neden olabilirler
(136,137).

Kaspazlarin aktivasyonu; Inaktif (zimojen) formadaki kaspazlar kirilarak
aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey
olim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz—9 baglayici protein olan Apaf’nin
oligomerize olmak {izere indiiklenmesiyle gergeklesir. Apaf-1’in indiiksiyonu ise
sitokrom-C’nin  mitokondriden  saliverilmesi ile gergeklesir. 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. Bunlar bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktive ederek
DNA’nin degragasyonuna yol acarlar. Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farklh

olabilir. Kaspaslarin uyarilmasi ile hiicrelerde proteoliz baglatilir (136,137).

Mitokondri

Apoptozisi baglatan 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 énemli faktor bel-2 ailesidir.
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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 olusur. Bu gruplardan biri
pro-apoptotik yani apoptozisi indiikleyici (Bax, Bad, Bid, v.b.), etkiye sahiptir.
Digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskilayic1 (Bcl-2, Bcl-X1) etkiye sahiptir
(Tablo 2.3). Pro-apoptotik olanlar, sitokrom-C’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini  indiiklerler. ~Anti-apoptotikler ise sitokrom-C saliverilmesini
baskilarlar. Bcl-2 o6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon
transportunu diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi
halinde mitokondri membranina baglanir, burada kiiciik delik¢ikler “pore”
olusumunu indiikler, bdylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonugda
sitokrom-C ve apoptozis indiikleyici faktér olarak bilinen AIF’iin mitakondriden

sitozole ¢ikmasini saglar (134) (Sekil 2.13).

APOPTOZIS

ProCASP 9

Bcl-2 _I G —— @

Mitokondrial
Dis Membran

Sekil 2.13. Bax/ Bcl-2’nin etki mekanizmasi.
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Bcl-2 Ailesi

Apoptozisi Baskilayanlar Apoptozisi indiikleyenler
1.Bcl-2 1.Bad

2.Bcl-xLL 2.Bax

3.BHRL-1 3.Bak

4.Bcl-w 4.Bcl-xs

5.Bfl-1 5.Bik

6.Brag—1 6.Hrk-1

7.Mcl 1

2.6.6. Apoptozisin Genetik Kontrolii
Coenorhabditis elegans isimli bir nematod ile yapilan caligmalar
sonucunda goriilmistiir ki her hiicre hayatta kalabilmek i¢in 6liimii engelleyici mesaj
(Egl-1) yollayabilecegi gibi 6liimii baslatict mesaj da yollayabilir (Ces-1 ve Ces-2).
Apoptotik sinyal yandaki hiicreden gelebilecegi gibi hiicrenin kendinden de gelebilir
(134,138).
Omurgalilarda  apoptozisi  diizenleyen genler c-myc, p-53, RbD
(retinoblastoma) ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve

tiretimini sagladiklar1 proteinler de ayn1 adlarla anilmaktadir (138,139).

2.6.7. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp gibi bazi
i¢ organlarin liimenlerinin olugmasi gosterilebilir (110). Apoptozis ayrica her tiirlii
neoplastik olusumda hem biiyliime hem gerileme doneminde goriilebilir (112). Hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif
travma, hafif hipoksi gosterilebilir (110). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana
maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir (111).

Apoptozisli hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur (115).
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Apoptozisin goriildiigi baglica olaylar;

1. Fizyolojik Olaylar

a- Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yaganan involiisyon).

b- Eriskinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra
meme bezlerinin rejenerasyonu).

c- Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile
hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri)

d- Immun hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmasi) .

2. Patolojik Olaylar

a- Tiimorlerde hiicre 6liimii (hem biiyiime hem de regresyon asamasinda).

b- Hormonlara bagl dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (114).

c- Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi
(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) .

d- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)
(116).

e- Cesitli etkenlerle olusan hiicre oliimii (radyasyon, antikanser ilaglari,
hipertermi, hipoksi, travma) (113).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozis yoluyla hiicre 6liimiiniin
artmast ya da azalmasinin kanser, otoimmun bozukluklar, viral infeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastalifin patogenezinde rol oynadigi

gosterilmistir (140) ( Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Apoptozis ile hastaliklarin iligkisi.

Apoptozisin Inhibisyonu ile Iliskili Hastahklar

1-Kanserler: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlar ile olusan karsinomlar, Hormon
bagiml timorler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2- Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, Immun iligkili
glomerulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3- Viral infeksiyonlar: Herpes viriis, Poliovirus, Adenovirus

Apoptozisin Aktivasyonu Ile Iliskili Hastahklar

1- AIDS

2- Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon

3- Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi

4- Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, Inme, Reperfiizyon hasar

5- Toksik nedenli karaciger hasari

2.6.8 Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 0zgii
oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin (6rn: aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslandi. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulundu. Bdylece kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlarla
saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baglandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik
gelistirilen tiim metodlar1 2000'li yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal

hiicrelerde olmak lizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in
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kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;

1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik ydéntemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri
1.Morfolojik goriintilleme yontemleri

I. Isik mikroskobu kullanimu:

A. Hematoksilen-Eozin boyama
B. Giemsa boyama

II. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi

II1. Elektron mikroskobu

1V. Faz kontrast mikroskobu
2. Histokimyasal yontemler:

I. Anneksin V Yontemi

II. TUNEL Y o6ntemi:

TUNEL; Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End
Labeling kelimelerinin kisaltmasidir.

Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalanarak, birdenbire hiicre
icerisindeki kromatin ag, biitiinliiglinii kaybeder ve 3’-OH iceren DNA
pargaciklarinin sayist ¢ok yiikselir. Hiicrede terminal deoxynucleotidyl transferaz
(TdT) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP’yi, par¢alanmis DNA parcaciklarinin
serbest 3’-OH uglarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parcaciklar1 ortama
FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde goriiniir hale
gelirler. Bu yontem tek tek hiicrelerde insitu apoptozisi gosterebildigi i¢in hiicre
kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Kan hiicreleri gibi sayica
cok olan hiicrelerde kantitatif sonuclar elde etmek icin, ayn1t TUNEL teknigi flow-
Cytometry’ye uygulanabilmektedir. Tek farki floresans okuma sisteminin flow-
Cytometry’de olmasidir (134).

III. M30 Yontemi

IV. Kaspaz—3 Yontemi



3. Biyokimyasal Yontemler
L. Agaroz Jel Elektroforezi
II. "Western" Blotting
III. "Flow" Sitometri

4. immiinolojik Yéntemler
L. ELISA
II. Flourimetrik Y 6ntem

5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri
I. DNA Microarrays

42
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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 08.02.2007 tarihli
12 say1li etik kurul karartyla yapildi.

3.1. Hayvanlar ve Diyet

Bu calismada yaslar1 5-6 aylik olan, agirliklar1 250-300 gr. arasinda degisen
Spraque-Dawley cinsi albino ratlar kullanildi. Tiim deney hayvanlar1 TICAM’dan
temin edildi. Hayvanlar, 1sis1 23+1 °C ve nemi % 55+5 olan, 15181 14 saat aydinlik /
10 saat karanlik, ortamda yasatildilar. Standart rat yemi ve musluk suyu ile

beslendiler. Her grupta 8 rat olacak sekilde kontrol ve 2 ayr1 deney gubu olusturuldu.

Grup I. Kontrol grubu N=8
Grup II. iskemi Reperfiizyon grubu N=8
Grup III. Leptin + Iskemi/Reperfiizyon N=8

Hayvanlar yeni ortam kosullarina uyum saglamalart i¢in kafeslere

yerlestirildikten bir hafta sonra deneye baslandu.

3.2. Deney Protokolii

Ratlar 12 saatlik aclig1 takiben 50 mg/kg Tiopental Sodyum (Pental Sodyum flk
0.5 g 1.E.Ulagay lla¢ Sanayi Tiirk A.S. Iatanbul Tiirkiye) intraperitoneal enjeksiyon
ile uygulanarak genel anestezi saglandi. Ratlar anestezi sonrasi supin pozisyonunda

operasyon masasina alinarak alt abdominal median laparotomi uygulandi.

Grup 1: Kontrol grubu
Bu gruptaki ratlara alt abdominal median laparotomi uygulandiktan hemen sonra

herhangi bir islem uygulanmaksizin mesaneler ¢ikarildi.
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Grup II: iskemi/Reperfiizyon grubu

Bu grupdaki ratlara iskemiden 30 dakika 6nce intraperitoneal olarak 1,0 cc serum
fizyolojik verildi ve abdominal aorta atravmatik mikrovaskiiler klemp (Bulldog
klemp) ile 45 dakika klempe edilerek mesane dokusu iskemiye maruz birakildi. Bu
iskemi siiresinde laparatomi kesisi 3/0 ipek ile kapatildi. iskemi siiresini takiben
laparotomi kesisi tekrar acildi ve abdominal aortadaki klemp ¢ikarilarak 60 dakika
siireyle reperfiizyona maruz birakilmak iizere laparotomi kesisi tekrar siitiire edilerek

kapatildi.

Grup III: Leptin + iskemi/Reperfiizyon grubu

Bu grupdaki ratlara da iskemiden yani abdominal aortaya mikrovaskiiler klemp
konulmadan 30 dakika once leptin 10 pg/kg olacak sekilde 0,1 ml leptin serum
fizyolojik icinde c¢oziindiiriilmiis olarak intraperitoneal (ip) verildi. Daha sonra
abdominal midline insizyonla laparotomi yapilarak abdominal aorta non-travmatik
mikrovaskiiler klemp ile 45 dakika klempe edilerek mesane dokusu iskemiye maruz
birakildi. Takiben laparotomi kesisi 3/0 ipek ile siitiire edilerek kapatildi. Iskemi
stiresini takiben laparotomi kesisi tekrar agildi ve abdominal aortadaki klemp
cikarilarak 60 dakika siireyle reperfiizyona maruz brakilmak {izere laparotomi kesisi

tekrar siitlire edilerek kapatildi.

Leptin

Deneyimizde kullandigimiz leptin 10 pg/kg olacak sekilde 0,1 ml serum
fizyolojik icinde ¢oziindiiriilmiis olarak iskemiden 30 dk. dnce intraperitoneal (ip)
yolla verildi. Deneyde recombinant mouse leptin (Sigma L—4146, Chemical Co. St.
Louis, MO, USA.) kullanildz.

Dokularin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Deney siiresi sona erdiginde ratlara servikal dislokasyon uygulandiktan sonra
laparotomi kesisi tekrar agildi. Mesane hizli bir sekilde ¢ikarildi. Mesane dokusu
kubbeden mesane boynuna dogru vertikal olarak ortadan ikiye ayrildi. Mesane

dokunun yarist biyokimyasal (TNF-a, MDA) degerlendirme icin —80°C’de dipfrizde
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mahafaza edildi. Mesane dokusunun diger yaris1 histolojik takip i¢in alindi. Bu 6n

islem sirasinda ve sonrasinda notral formalin fiksatifi kullanildu.

3.3. Biyokimyasal Degerlendirme:

Dokular pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu kullanilarak IKA (K-Ultra Turrax
Basic) T 18 model homojenizator ile homojenize edilip, UP 50 ultraschallprozesor
(TUV Berlin Brander bur GS) model sonikatér kullanilarak sonike edildi.
Homojenatlar 5000 rpm (+4°C)’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar

numune olarak kabul edildi.

3.3.1 Doku TNF-alfa diizeyleri
Trinity (Biotech Capita Reader) model ELISA cihazinda Biosource marka kit
kullanilarak olgtldii.

3.3.2.Doku Malonaldehit (MDA) Diizeyi Tayini

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan doku MDA diizeyi Ohkawa ve
ark. (141) MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile reaksiyonu prensibine
dayanan yontemi ile 6l¢iildii. Stipernatant numunelerin 0,5’er ml (500ul) alinarak her
birinin tizerine 0,2 ml %8,1 lik Sodyum Dodesil Siilfat, 1,5 ml %20 asetik asit
(pH:3,5) ve 1,5 ml % 0,8 Thio barbitiirik asit soliisyonu eklenerek 95°C su
banyosunda 60 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra 5 ml biitanol/pridin (15:1)
eklendi ver karistirilip 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadaki rengin
absorbansi reaktif korline karst 532 nm dalga boyunda okundu. Standart olarak

1,1°,3,3’-Tetraetoksi propan’in 4.175umol/L lik ¢ozeltisi kullanildi.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji Anabilim Dalinda yapildi. 24 saat sliren notral formalin ile fiksasyondan
sonra doku takip cihazi ile dokularin rutin histolojik takipleri yapildi. Parafin bloklar
hazirlanan dokularmn her birinden 5 pm kalinhiginda seri kesitler poly-L-lisin kaplh
lamlara alindi. Parafin bloklardan bir lam iizerine rasgele se¢ilmis {iger kesit gelecek

sekilde 35-40 kesit alindi. Parafin bloklardan elde edilen kesitlere iic degisik
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histolojik boyama yontemi uygulandi. Mesanelerin genel yap1 6zelliklerini ortaya

koymak icin otomatik boyama cihazi ile Hematoksilen-Eozin (H&E) kullanild:.

Apoptoz gosteren hiicreleri belirlemeye yonelik TUNEL ve bel-2 boyamasi yapildi.

Kesitler DP 70 dijital kamera ekli Olympus marka fotomikroskop ile goriintiilendi.

Her gruba ait rasgele sec¢ilmis 10 kesitte okiiler mikrometresi yardimi ile X40

biiylitmede 25 alanda hiicreler sayildi ve bulgular istatistiksel olarak karsilastirildi.

3.4.1.TUNEL Boyama Teknigi

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

1.

Kesitler 6nce 3 kez degistirilen ksilollerde 15’er dk bekletildiler ve

deparafinize edildiler.

Daha sonra sirasiyla;

> N kWD

—_
—_ O

12.

13.

14.

15.
16.

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

%95’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

%70’lik alkolde 3 dk. tutuldular.

PBS soliisyonunda 5 dk. yikandilar

Proteinaz K soliisyonunda oda 1sisinda 15 dk. tutuldular.

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

%3’liik Hidrojen Peroksidaz igerisinde oda 1si1sinda 5 dk. tutuldular.
PBS icerisinde 5-10 dk. ¢alkalandilar.

. Equilibration Buffer i¢inde oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildiler.

. Kesitlere TdT enzimi uygulanarak etiivde 37 derecede nemli ortamda 1

saat tutuldular.

Kesitler daha sonra Working Stop/Wash Buffer solusyonunda 15 saniye
calkalandilar ve 10 dk. oda 1sisinda inkiibe edildiler.

3 kez degistirilmis PBS soliisyonunda 1’er dk. olmak tizere bekletildiler.
Oda 1s1sindaki kesitlere anti-digoxigenin peroksidaz damlatilarak tizerleri
plastikcoverslip ile kaplandi ve oda 1sisinda nemli ortamda 30 dk.
bekletildiler.

4 kez degistirilen PBS soliisyonunda oda 1sisinda 2’ser dk. yikandilar.
Kesitler lizerine DAB soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildiler.
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17. Kesitler 3 kez degistirilmis distile suda 1’er dk. yikandi ve son distile
suda 5 dk. tutuldular.

18. Metil Green’de 10 dk. boyandilar.

19. 3 kez degistirilmis distile suda 30’ar saniye ¢alkalandilar.

20. Kesitler 3 kez degistirilmis %100 liik butanolden hizli bir sekilde
calkalanarak gegirildiler.

21. Xylol I’de 2 dk. , Xylol II’de 2 dk. ve Xylol III’de - 5 dk. bekletildiler.

22. Kesitler en son olarak iizerlerine kapatma mediumu damlatilarak

kapatildilar.

3.4.2.Bcl-2 Boyama Teknigi
Kullanilan kit: bcl-2alpha Ab—1 NeoMakers, Inc. 47777 Warm spring Blvd.
Fremont CA, 94539 USA.
1. 1.Poly-L-lysinli lamlara alinan kesitler 6nce 3 kez degistirilen. ksilollerde
5’er dk. bekletildiler ve deparafinize edildiler.
Daha sonra sirasiyla ;
%100 alkolde 1’er dk. tutuldular.
%96’lik alkolde 1 dk. tutuldular.
%096 lik alkolde 1 dk. tutuldular
Cesme suyunda 30 saniye yikandilar
Distile suda 1 dk. yikandilar.
%3’liik Hidrojen peroksidaz icerisinde oda 1sisinda 10 dk. tutulur.

Distile suda 1 dk. yikandilar.

 ® N v kWD

2 kez degistirilmis PBS icerisinde 1’er dk. ¢alkalandilar.
. Ultra V Block Solusyonu i¢inde oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildiler.

—_
—_ O

. Kesitlere primer antikor bcl-2 damlatilarak nemli ortamda 1 saat
tutuldular.

12. 2 kez degistirilmis PBS igerisinde 1’er dk. calkalandilar.

13. Kesitlere biotinli goat anti-mouse damlatilarak 10 dk. bekletildiler.

14. 2 kez degistirilmis PBS igerisinde 1’er dk. ¢calkalandilar.

15. Oda 1s1sindaki kesitlere Streptavidin i¢inde 10 dk. bekletildiler.

16. 2 kez degistirilen PBS soliisyonunda oda 1s1sinda 1’er dk. yikandilar.
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17. Kesitler iizerine kromogen AEC soliisyonu damlatilarak 1-5 dakika
bekletildiler.

18. Kesitler ¢esme suyunda 30 sn yikandilar.

19. Hematoksilin ve eosinde 20 sn. boyandilar.

20. Distile suda 30 sn. yikandilar.

21. Kesitler havada kurutuldular.

22. Kesitler en son olarak {izerlerine kapatma mediumu damlatilarak

kapatildilar.

3.5.1statiksel Degerlendirme

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

Mesane drneklerinde dlgiilen doku MDA ve TNF-a diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmasi, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi.

Gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik TUKEY HSD c¢oklu karsilagtirma testi
ile degerlendirildi. Elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade edildi.

Histopatolojik inceleme sonucunda her ratin mesane spesmenlerinin epitel,
stroma ve kas dokusundaki apoptoz gosteren hiicreler sayilarak tek yonli varyans
analizine (ANOVA) tabi tutuldu. Hazirlanan her preparat tek histolog tarafindan
DP70 Kamera takili Olympus PMI10ADS fotomikroskoptan okiiler mikrometrisi
yardimiyla X40 biiyiitme ile 10 kesitte 25 alanda apoptotik hiicreler sayilarak
degerlendirilmistir. 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 anlamh olarak kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1.Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Sonuclari
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Oksidan hasarin parametresi olan lipid peroksidazin bir iiriinii olan MDA

konsantrasyonu olgiilerek reperfiizyon hasarin degerlendirmesi yapildi. Doku MDA

diizeylerinin gruplara gore degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir. Bu degerlerin tek

yonlli varyans analizi ile incelenmesi sonucunda; ortalama doku MDA diizeyleri

Kontrol grubunda; 4,17 nmol/mg protein, I/R grubunda; 7,86 nmol/mg protein,

Leptin + I/R grubunda; 3,96 nmol/mg protein olarak saptandi. Her ii¢ grup arasinda
istatistiksel anlamli fark bulundu (p<0,01) (Tablo 4.2).

Tablo 4.1 Doku MDA diizeylerinin gruplara goére dagilimi (nmol/mg protein).

Rat No Kontrol Grubu I/R Grubu L + I/R Grubu
1 4,47 8,83 3,29
2 2,74 13,65 3,51
3 4,44 7,39 4,11
4 5,75 4,28 4,94
5 3,76 9,26 3,24
6 2,44 7,02 5,09
7 3,66 8,33 3,95
8 6,11 4,18 3,59
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Tablo 4.2. Gruplara goére doku MDA diizeylerinin ortalama ve standart hata degerleri

(nmol/mg protein).

Doku MDA Diizeyleri
Gruplar
(Ort.£Std. hata)
Grup K (n=8) 4,17+0,460
Grup I/R (n=8) 7,86+1,068
L+Grup I/R(n=8) 3,96+0,252

Gruplar kendi iginde birbirleriyle Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile
karsilastirildiginda Grup K ile Grup /R ve Grup L+I/R ile Grup I/R arasinda anlamli
istatiksel fark oldugu goriildii (p<0,05). Ancak kontrol grubu ile I/R+L grubu
arasinda istatiksel fark bulunmamistir (p>0,5) (Tablo4.2). Sonu¢ olarak Leptinin
mesane dokusunu reperfiizyon hasarindan korudugu MDA diizeyindeki diisiisten

anlagilmaktadir (Sekil4.1).

MDA

10
c 8] T
g |
o
a 6-
(=]
% 4 T 7.8675 £
E 2 4.17125 3.965

0
Kontrol(n=8) I/R(n=8) I/R+L(n=8)
Doku MDA Diizeyleri

Sekil 4.1. Gruplara gore doku MDA diizeylerinin ortalama degerlerinin grafiksel

karsilastirilmasi (nmol/mg protein).



4.1.2 Doku TNF-a Diizeylerinin Sonuclari

'1'1 amatuar siirecin arame I'GSi olan -0 nin oKu onSantrasyonu
inflamat t lan TNF-o’nin doku konsantrasy

Olciilerek reperfiizyon hasarin degerlendirmesi yapildi. Doku TNF-a diizeylerinin

gruplara gore Slgiilen degerleri Tablo 4.3°te gdsterilmistir.

Tablo 4.3. Doku TNF-a diizeylerinin gruplara gére dagilimi (ngr/g protein).

Rat No Kontrol Grubu I/R Grubu L + I/R Grubu

1 3,47 11,09 4,12
2 6,66 24,55 12,40
3 5,34 42,9 17,6
4 8,21 39,19 10,10
5 6,15 31,16 4,2

6 4,97 12,69 5,12
7 4,01 15,3 7,34
8 5,07 12,07 6,20

Bu degerlerin tek yonlii varyans analizi ile incelenmesi sonucunda; ortalama
doku TNF-o diizeyleri Grup K’da 5,48 ngt/g protein, Grup I/R’da 23,61 ngr/g
protein ve Grup L+i/R’da 8,63 ngr/g protein olarak bulunmus olup her ii¢ grup

arasinda istatiksel olarak 6nemli diizeyde fark tespit edildi (p<0,001) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Gruplara gore doku TNF-a diizeylerinin ortalama ve standart hata
degerleri (ngr/g protein). F(2:21)=12,041, p<0,001.

Doku TNF-a Diizeyleri

Gruplar (Ort.£Std. hata)
Grup K (n=8) 5,484+0,533
Grup I/R (n=8) 23,61+4,533
Grup L+I/R(n=8) 8,63+1,59
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Gruplar kendi igerisinde birbirleri ile Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi ile
karsilastirildiklarinda; Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda ileri diizeyde 6nemli
farklilik saptand1 (p<0,001). Bununla beraber kontrol gubu ile L+I/R grubu arasinda
istatiksel olarak fark olmadig1 gériildii (p>0,05). I/R ve L+I/R guplar1 arasinda ise
¢cok onemli fark oldugu saptandi (p<0,01) (Sekil 4.2). TNF-o diizeyi, dokuda
inflamatuar siirecin 6nlenemedigini agikca gosterir bir sekilde I/R grubunda anlaml
derecede yiikselmis olarak saptanirken, leptin tedavisi verilen tedavi verilen grupta

bu artisin engellendigi gozlendi.

TNFa

ngr/g protein
o

D3,61875
10 - T
T
5 = 8,635
5,485
0
Kontrol(n=8) IIR(n=8) I/R+L(n=8)

Doku TNF alfa Diizeyleri

Sekil 4. 2. Gruplara gore doku TNF-a diizeylerinin ortalama degerlerinin grafiksel
karsilastirilmast (ngr/ g protein). (F(2;21)=12.04, (p<0.001**%*)

4.2. Histopatolojik Bulgular

4.2.1.Mesane Spesmenlerinin Istatiksel Sonuclar

Deney sonucunda ratlardan alinan mesaneler daha oncede tarif edildigi gibi
cesitli islemlerden gegtikten sonra hazirlanan preparatlar ayni histolog tarafindan kor
olarak incelendi. Her grubun mesaneden hazirlanmis preparatlarda apoptoz goriilen
hiicreler mukoza (lirotelyum), stroma (submukoza) ve kas tabakasinda ayri ayri
sayildi. Mesane spesmenlerinin histopatolojik degerlendirilmesi sonucunda tiim

gruplardaki her ratin iirotelyum, stroma ve kas dokusundaki apoptotik hiicre sayilar

Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Tiim gruplarin iirotelyum, stroma ve kas dokularindaki apoptotik hiicre

sayilari.
RAT UROTELYUM STROMA KAS
NO | Kontrol | /R | I/R+L | Kontrol | I/R | I/R+L | Kontrol | I/R | /R+L
1 10 107 | 45 21 155 39 7 627 | 117
2 13 57 17 16 185 | 58 2 322 | 44
3 7 93 22 11 179 | 28 5 612 | 36
4 3 103 | 57 17 116 | 41 12 597 95
5 7 86 31 8 177 | 37 4 486 | 60
6 10 54 19 17 80 54 12 3831 71
7 4 47 30 6 109 | 53 2 331 41
8 12 35 21 19 78 17 6 327 63

Bu degerlerin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmesi sonucunda
ortalama apoptoz goriilen hiicre sayilar1 degerlendirildiginde her ii¢ grup arasinda

anlaml istatistiksel fark tespit edildi (p<0,001).

Tablo 4.6. Gruplara gore apoptoz gdriilen hiicre sayilarinin iirotelyum, stroma ve kas
dokusunda ortalama ve standart hata degerleri ( Urotelyum;
F(2;21)=26,396 p<0,001. Stroma; F(2;21)=40,509 p<0,001. Kas;
F(2;21)=59,842 p<0,001).

Apoptotik Hiicre . .
Grup K (n=8) Grup I/R (n=8) Grup L+I/R(n=8)
sayilari
Urotelyum
8+1,278 72,75+9,784 30,25+4,98
(Ort.£Std. hata)
Stroma
1843,297 134,875+15,760 40,875+4,940
(Ort.£Std. hata)
Kas
6+1,398 523,125+62,516 65,875+9,929
(Ort.£Std. hata)
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Herhangi bir islem uygulanmadan mesanesi alinan kontrol grubundaki
ratlarin, epitelyum, stroma ve kas tabakasindaki apoptoz goriilen hiicre sayilari, diger
gruplardan daha diisiik oldugu saptandi. I/R grubunda apoptoz gériilen hiicre sayilari
mesanenin her ili¢ tabakasinda da anlamli derecede yiiksek oldugu, goézlendi.
Oncesinde leptin verildikten sonra I/R uygulanan tedavi grubunda ise apoptoz
goriilen hiicre sayilarimn I/R grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi. Her iic
grubun epitelyum, stroma ve kas tabakasindaki apoptoz goriilen hiicre sayilarinin
ortalama ve satandart hata degerleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli

derecede fark oldugu tespit edildi (Tablo 4.6) (Grafik 4.3-5).

Urotelyum'da Apoptozis
90 -
80 - I
270 l
7
»n 60 -
o
o 50
E
2 407 72,75 T
O 30
*g_ L
20 +
< " 30,25
0 8
Kontrol(n=8) VR(n=8) VR+L(n=8)
Gruplar

Sekil 4.3. Urotelyumdaki apoptotik hiicrelerin gruplara goére dagilimimin grafiksel

karsilastirilmasi.
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160 - Stroma'da Apoptozis
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Gruplar

Sekil 4.4 Stromadaki apoptotik hiicrelerin gruplara gore dagilimimin grafiksel

karsilastirilmasi.
Kas'ta Apoptozis
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Sekil 4.5. Kas dokusunda apoptotik hiicrelerin gruplara goére dagiliminin grafiksel
karsilagtirilmast.
Gruplar keni iginde birbirleri ile Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testi ile
karsilastirildi. Epitelyum, stroma ve kas tabakasindaki apoptotik hiicre sayilar1 ayri
ayr1 olarak karsilastirildi. Mesanenin her ii¢ tabakasinda kontrol grubu ile I/R grubu

arasinda anlamli derecede fark saptanirken (p<0,001), L+I/R grubuyla fark olmadig
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goriildii (p>0,05). /R grubu ile leptin tedavisi uygulanan L+I/R grubu arasinda ise
anlamli derecede fark saptandi (p<0,001). Bu sonuglar leptinin antiapoptotik

etkisinin oldugunun bir gostergesi olarak yorumlandi.

4.2.2.Mesane Spesmenlerin Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Grup L. Kontrol

Kontrol grubuna ait mesane kesitlerine genel yapi1 6zelliklerini belirlemeye
yonelik yapilan H&E boyama ydnteminde mesane duvarinin tunika mukoza,
muskularis ve adventisiyadan olustugu goézlendi. Tunika mukoza ¢ok kath degisici
epitelyum (iirotelyum) ve fibroelastik lamina propriadan olugmustu (Sekil 4.1).
Lamina propriadaki bag dokusu epitele komsu boliimde siki diizensiz, muskularise
yakin boliimde ise gevsek diizensiz yapida gozlendi. Lamina propriada ayrica kas

hiicrelerine rastlandi. Tunika muskularis ii¢ tabaka seklinde diizenlenmisti ve kas

demetleri gevsek bag dokusu septalari ile ayrilmist.

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde normal goriiniimlii ¢ok katl degisici

epitel ve lamina propria. H&E. Orijinal biiyiitme. X20.

TUNEL teknigi ile boyanmig kontrol grubuna ait mesane kesitlerinde lamina
proprialarda sadece 1-2 adet hiicrede apoptozis gozlendi (Sekil 4.2).
bcl-2 boyama teknigi uygulanan kontrol grubuna mesane kesitlerinde lamina

proprialarda yine 1-2 hiicrede pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil 4.3).



Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada ¢cok nadir gozlenen

stromal apoptoz gdsteren hiicre. TUNEL boyama. Orj. Biiyiitme X40.

Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada ¢cok nadir gozlenen

bcl-2 pozitif stromal hiicre. Orj. biiylitme X40.

Grup II. iskemi/Reperfiizyon
Iskemi grubuna ait H&E ile boyanmis mesane kesitlerinde epitel hiicrelerinde
cesitli derecelerde dejenerasyon, 1. propriada hiicresel infiltrasyonun (PNL) arttig1

(Sekil 4.4) ve damarlarda konjesyon ile dilatasyonun olustugu gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.9. I/R grubuna ait mesane kesitinde ¢ok katli degisici epitelde baz1 hiicrelerde
dejenerasyon ile 1. propriada ¢ok sayida (—) PNL infiltrasyonu. X20.

Sekil 4.10. I/R grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada vaskiiler dilatasyon ve

konjesyon. H&E. Orijinal biiyiitme. X20
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TUNEL boyama teknigi uygulanmis I/R grubuna ait mesane kesitlerinde
ozellikle epitel, lamina propria ve muskularis tabakasinda apoptoz gosteren hiicreler

oldukga artmist1 (Sekil 4.6 ve 4.7).

.
Y
¥

Sekil 4.11. I/R grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada ¢ok sayida stromal

(—) apoptoz gosteren hiicreler. TUNEL boyama. Orj. biiyiitme X40.

Sekil 4.12. I/R grubuna ait mesane kesitinde epitelyal ve l.propriada cok sayida (—)

stromal apoptoz gostren hiicreler. TUNEL boyama. Orj. Biiyiitme X40.
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Bcl-2 boyama teknigi uygulanan iskemi grubuna ait mesane kesitlerinde

lamina propriada (Sekil 4.8) ve muskularis tabakasinda bazi hiicrelerinde (Sekil 4.9)

pozitif reaksiyon gozlendi.

Sekil 4.13. I/R grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada (—) stromal bcl-2
pozitif hiicreler. Orj. Biiylitme X40.

Sekil 4.14. I/R grubuna ait mesane kesitinde kas hiicreleri arasinda bcl-2 pozitif

hiicreler. Orj. Biiylitme X40.
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Grup III. Leptin + Iskemi/Reperfiizyon
Leptin verildikten sonra I/R uygulanan ratlara ait H&E ile boyanmis mesane

kesitlerinde I/R grubu ile karsilastirildiginda, epitelyal dejenerasyonun, eritrosit

ekstravazasyonun ve hiicresel infiltrasyonun kismen azaldig1 gézlendi (Resim 4.10).

Sekil 4.15. Leptin + I/R grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada (—)
inflamasyonun (PNL), vaskiiler dilatasyon ve konjesyonun kismen

azaldig1 gozleniyor. H&E. Orijinal biiytlitme. X20.

TUNEL boyama teknigi uygulanmis Leptin + I/R grubuna ait mesane
kesitleri dzellikle epitelyum ve lamina propriada I/R grubu ile karsilastirildiginda,
apoptoz gosteren hiicreler olduk¢a azalmisti (Sekil 4.11), (Sekil 4.12).



Sekil 4.16. Leptin + I/R grubuna ait mesane kesitinde epitelyum ve lamina propriada
az sayida (—) stromal apoptoz gosteren hiicreler. TUNEL boyama. Orj.
Biiyiitme X20.

Sekil 4.17. Leptin + I/R grubuna ait mesane kesitinde lamina propriada az sayida

(—) stromal apoptotik hiicreler. TUNEL boyama. Orj. Biiylitme X20.
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Bcl-2 boyama teknigi uygulanan Leptin+i/R grubuna ait mesane kesitlerinde

I/R grubu ile karsilastirildiginda, epitelyum ve lamina propriada az sayidaki hiicrede

pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Leptin I/R ve leptin grubuna ait mesane kesitinde az sayida epitelyum ve
lamina propriada (—) stromal bel-2 pozitif apoptoz gdsteren hiicreler

Orj. Biiyiitme X40.
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TARTISMA

Iskemi klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik goriilen tipidir. Genellikle
dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolagim tarafindan
saglanamamasi ve olusan artik {iriinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi
sonucu olusur. Kan akiminin yeniden saglanmasi yani reperfiizyon, iskemik dokunun
iyilesebilmesi i¢in 6n kosuldur. Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu bir taraftan
iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken bir taraftan
da hiicre kayb1 devam ederek daha ileri hasarlara neden olmaktadir. Bu durum I/R
hasar1 olarak adlandirilan 6nemli bir klinik olaydir.

Bir dokuyu besleyen kan akimi engellendiginde sirasiyla oksijen yetersizligi,
ATP’nin  azalmasi, kalsiyum homeostazinin  kaybi, plazma membran
permeabilitesinde yetersizlik ve mitokondriyal hasar gibi bir dizi kimyasal olay
baslar. Bu olaylarin sonucunda akut hiicresel sisme, intertisyel 6dem ve hiicresel
disfonksiyon meydana gelir. Tekrar dokunun kanlanmasi saglanamazsa sonunda
hiicresel 6liim gergeklesir. Doku reperfiize edildiginde ise iskemik dokuda enerji
thtiyacinin  saglanmast  ve toksik metabolitlerin  uzaklastirilmas:  gdzlenir.
Reperfiizyon, iskemik hasarin diizeltilebilmesi igin gerekli bir siirectir. Ancak
oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla hasara ugratan bir
reaksiyon siirecini baslatir (29,34). Reperfiizyon hasari serbest oksijen radikalleri,
endotelyal faktorler ve noétrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla
gerceklesir.

[/R’na bagh doku hasarin1 baslatan en onemli faktdr serbest oksijen
radikalleridir (SOR). Aerobik canlilar metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak
oksidatif strese maruz kalirlar. Dokularin tiikettigi oksijenin biiyiik bir kism1 (%95)
aerobik metabolizma i¢in kullanilirken, %5'inin SOR'ne c¢evrildigi tahmin
edilmektedir. Oksijenden iiretilen en dnemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu
(O7"), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil radikali (OH’), peroksinitrit anyonu
(ONOOQO") vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu,
lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla sonuglanan hiicre
6liimii meydana getirmektedirler (142).

Mesanenin iskemisi ve sonrasinda reperfiizyonu idrar retansiyonu,

ateroskleroz, vazospazmlar, emboli ve tromboz gibi yasla iligkili bozukluklarda
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goriilebilir (2,143). Bu hastaliklar sonras1 gelisen I/R, mesane disfonksiyonuna neden
olabilir (2,3,143). Parsiyel mesane ¢ikim obstriiksiyonunda mesane duvarindaki kan
akiminda (iskemi) ve oksijen basincinda (hipoksi) azalma oldugu gosterilmistir
(144). Hatta Siroky ve arkadaslar1 kopek mesanelerinde yaptigi calismada
obstriikksiyon olmaksizin mesane perflizyonunun dolum fazinda ve miksiyon
esnasinda akut degisiklikler gosterdigini saptamislardir (144). Artmis duvar
kalmliginin her miksiyonda siklik bir I/R na aracilik ettigi gosterilmistir (8). Bununla
beraber akut overdistansiyon veya retansiyondan sonra yapilan dekompresyon ya da
kateterizasyondan sonra goriilen mesane disfonksiyonunun I/R’na bagl oldugu
bildirilmistir (9,14).

Leptinin viicuttaki baslica rolii, beyin (6zellikle hipotalamus) {izerine negatif
“feedback™ etki ile gida alimini ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite
gelismesini engellemektir. Ayrica, metabolizmanin diizenlenmesi, cinsel gelisim,
tireme, hematopoez, immiinite, gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi,
sempatik sinir sistemi aktivasyonu, anjiyogenez ve osteogenezis’de de ¢ok Onemli
rolleri oldugu saptanmistir (145).

Bagslica adipositlerden sentezlenen ve salgilanan leptin antiobesite hormonu
olarak gorev yapmasiyla beraber c¢esitli hiicre tiplerinde proliferatif ve anti-apoptotik
etkileri gosterilmistir. Timositlere (T cell lenfosit) hem invivo hemde invitro olarak
antiapoptotik etkisinin oldugu rapor edilmistir (17, 95). Leptinden yoksun ob/ob
farelerde serumda diisiik olan katalaz, GSH-Px, glutatyon rediiktaz gibi anti oksidan
enzim diizeyleri 15 giinliik 100pgr/kg leptin tedavisiyle yiikseldigi gézlenmistir (20).
Leptin sentezi enfeksiyon, endotoksin, TNF-a ve IL—1 gibi sitokinler tarafindan stimiile
edilir.

Literatiirde leptinin mesanedeki I/R hasarma etkisini degerlendiren bir
calismaya rastlayamadik. Bu nedenle yapilan deneysel ¢aligmamizda leptinin I/R
hasarina kars1i mesaneyi koruyucu etkilerini degerlendirmeyi amagladik.

Dokular hipoksiye farkli siirelerde dayamklik gosterirler. Onceki yapilan
calismalar incelendiginde iskemi ve reperfiizyon siireleri farklilik gostermekteydi.
Korosec ve Jezernik farkli iskemi siirelerini uygulayarak rat mesanesinde meydana
gelen erken selliiler ve ultrastriktiirel degisiklikleri arastirmiglar (146). 30 dk

iskemide iirotelyumda sadece siiperfisyel hiicrelerde tek tek ayrilma izlenirken, 120
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dk iskemide irreversibl degisiklikler meydana gelmis, 40. dk. iskemi ve sonrasinda
60 dk reperfiizyon uygulandiginda ise iirotelyumda hasarin daha belirgin oldugu
saptanmis. Uretelyumdaki hasarin reperfiizyon uygulanan gruplarda daha fazla
oldugu gozlenmis. Ayrica 1 saat iskemi uygulanmasi mesanedeki hiicrelerin ATP
iceriginde %80 azalmaya neden oldugu gosterilmis. Bu nedenle ¢calismamizda iskemi
stiresinin belirgin hasar olusturacak kadar uzun ve irreversibl hasar olusturmayacak
kadar kisa olmasima 6zen gosterildi. Bu Olgiitlere en uygun iskemi siiresinin 45 dk
oldugu kararlastirildi. Reperfiizyon siiresi belirlenirken ise uygulanan deneysel
maddelerin etkilerinin goriilecegi kadar uzun ve iyilesme slirecinin deneysel
maddelerin etkilerini maskelemeyecek kadar kisa olmasi amaglandi. Reperfiizyon
stiresi 1se 60 dk olarak belirlendi.

I/R sonucu olusan serbest radikallerin en onemli hedef yapilarindan biri
lipidlerdir. Lipid peroksidasyonu bazi arastirmacilar tarafindan I/R hasarinda anahtar
olarak kabul edilmektedir. SOR ¢ok kisa Omiirlii oldugu i¢in direk yoOntemlerle
Olctimleri zor olmaktadir. Bu nedenle indirek yontemler tercih edilmekte bu amagcla
da genellikle lipid peroksidasyon {iriinii olan MDA bakilmaktadir.

Notrofil elastaz inhibitdrii olan Sivelestat Na hidrat'n mesane I/R hasarma
kars1 koruyucu etkinliginin arastirildigi calismada, MDA diizeyleri kontrol grubuna
gére /R grubunda anlamli derecede arttign gosterilmistir (147). Hisadome ve
arkadaslar1 tarafindan rat mesanesindeki I/R hasarina prekondisyonun yararh
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, doku MDA diizeyleri I/R grubunda kontrol
grubuna gore Onemli derecede yiikselmis olarak gozlenirken prekondisyon
uygulanan grupta ise hem kontrol hemde I/R grubuna gére anlamli derecede diisiik
oldugu bildirilmistir. Mesanede I/R uygulanan diger ¢alismalarda da I/R grubunda
onemli derecede doku MDA diizeylerinin ytikseldigi saptanmistir (148—150). Bizim
calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda /R grubunda doku MDA
diizeylerinin anlaml1 derecede arttigini saptadik. Leptin verilen tedavi grubunda ise
bu artisin engellendigi ve diisiik kaldigi izlendi. Oksidan hasarin 6nemli bir
parametresi olan lipid peroksidazin bir iiriinli olan MDA diizeylerindeki azalma
leptinin reperfiizyon hasarma karst mesane dokusunu korudugunun bir gostergesi

oldugunu diisiindiik.
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Sitokinler polipeptid yapida olup inflamasyonda en Onemlileri interlokinler
(IL) ve tiimdr nekroz faktor-alfadir (TNF-a). Ozellikle IL-1 ve TNF-a birgok ortak
biyolojik o6zellikleri paylasir. Her ikisi de aktive monosit, makrofajlar, lenfosit ve
diger hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve proinflamatuar sitokinler olarak
adlandirilirlar. Nétrofil ve endotel hiicre etkilesimleri I/R’ye bagli mikrovaskiiler
hasarin &nkosuludur. iskemi sonrasi gelisen reperfiizyon evresinde yapimi artan
SOR, TNF-a, ve PAF gibi inflamatuar mediatorlerin nétrofil aracili doku hasari
gelisiminde onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. PNL’ler sitokinler tarafindan
aktive edildiginde yiiksek konsantrasyonda nitrik oksit ve siiperoksit tiretebilirler bu
da hiicre hasarina neden olur (151). Ayrica Notrofillerin inflamatuar bagirsak
hastalig1, romatoid artrit, kanser ve reperfiizyon hasarinda, hasardan sorumlu major
ajanlar oldugu diisiintilmektedir.

Ince bagirsak (21), mide (22), bdbrek (23), karaciger (152) gibi birgok
organda TNF-o I/R hasarmin bir gostergesi olarak ¢aligilmis. Ancak mesanenin I/R
hasarmsa TNF-a ile ilgili bir ¢alisma bulamadik. Calismamizda mesanede I/R
hasarimin gostergelerinden biri olarak TNF-a seviyelerini degerlendirdik. TNF-a
kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda istatiksel olarak énemli derecede
artt1f1 gdzlendi. Leptin tedavisi verilen gruptada ise TNF-a seviyelerinin I/R grubuna
gore daha diisiik kaldig1 ve bu artisin engellendigini saptadik. Bu da bize leptin
tedavisinin reperfiizyon hasarinda tetikleyici rol oynayan notrofillerin aktivasyon ve
infiltrasyonunu engelleyerek inflamatuar cevabin azalttigini diisiindiirmektedir.

Saito ve arkadaslari mesane I/R hasarinda mikrosirkiilasyondaki riiptiiriin
sonucu olarak siddetli eritrosit ekstravazasyonu ve lokosit infiltrasyonu gibi
histopatolojik degisikliklerin 6zellikle diiz kas ve submukozal alanda goriildiigilinii
fakat mukozada goriilmedigini, L-NAME tedavisiyle de I/R hasarma bagli gelisen bu
histopatolojik degisikliklerin dnlendigini bildirmislerdir (101). Tavsan mesanesinin
mukoza ve diiz kas tabakasinin anoksiye verdigi cevabin karsilagtirildig:r bir
calismada, anoksik/iskemik hasara mukozanin diiz kas hiicrelerinden daha duyarh
oldugu rapor edilmistir (153). Yenilmez ve arkadaslari tarafindan mesanenin I/R
hasarina karst Ginkgo biloba’nin koruyucu etkisinin arastirildigi ¢alismada,
mukozada olusan histopatolojik degisiklikleri tanimlamiglardir (154). Benzer olarak

Toklu ve arkadaslar1 tarafindan rat mesanesinde I/R hasar1 sonrasi histopatolojik
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olarak iirotelyumda (mukoza) iilsere alanlar, iirotelyal hiicre kaybi ve siddetli
inflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugunu, resveratrol tedavisinin bu hasar
diizelttigini bildirmislerdir (150).

Bizim c¢alismamiz da I/R grubunda mukozadaki epitel hiicrelerinde
dejenerasyon ve ayrilma ile submukoza ve kas tabakasinda ise konjesyon, vaskiiler
dilatasyon, eritrosit ekstravasasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi.
Kontrol grubunda goriilmeyen bu farkli histopatolojik bulgular I/R hasarinin
gostergesi olarak yorumlandi. Bu degisiklikler literatiirdeki ¢alismalarla uyumluydu
(150,154). Ayrica I/R grubuyla karsilastirildiginda, leptin verilen tedavi grubunda
konjesyon, eritrosit ekstravaszasyonu ve lokosit infiltrasyonu gibi histopatolojik
degisiklikler daha az izlendi. Bu histopatolojik diizelme leptinin tedavi edici
Ozelliginin  bir gostergesi olarak yorumlandi. Mukozadaki histopatolojik
degisiklikler. Yenilmez (154) ve Toklu (150)’yu destekler nitelikteydi, Satio (6) ve
arkadaslarindan farkli bulunmasinin nedeni ise iskemi ve reperfiizyon siirelerinin
farkli uygulanmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptozis (programli hiicre 6liimii) hem fizyolojik hem patolojik olaylarda
meydana gelen ve homeostazin devamlilig i¢in ne kadar 6nemli oldugu bilinen
komleks bir siiregtir. Apoptotik siireci baslatan, indiikleyen ve baskilayan bir¢ok
faktor tammlanmistir. Diger taraftan, apoptozis mesane I/R hasarinda oldugu gibi
patolojik stire¢lerde 6nemli bir rol oynayan hiicre hasarinin aktif bir asamasidir.

Saito ve arkadaslarmin rat mesanesinde I/R tarafindan baslatilan apoptozis
lizerine bir nitrik oksit sentaz inhibitorii olan N(G)-nitro-L-arginine methylester (L-
NAME)’nin etkisini aragtirdiklar1 ¢calismada tedavi uygulanan grupda histopatolojik
goriiniimde diizelme ve apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (10).
Yenilmez ve arkadaslarinin Ginkgo Biloba nin rat mesanesinde I/R hasarina karsi
koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada da kontrol grubuna gore I/R grubunda
apoptotik hiicreler anlamli derecede arttigini bildirmislerdir. Tedavi grubunda ise
apoptotik hiicre sayilarinin azaldigini saptamislardir (154).

Saito ve arkadaslar1 apoptotik hiicreleri sadece mesane diiz kas dokusunda
degerlendirmisler. Bizim ¢alismamizda farkli olarak mesanenin mukoza, submukoza
ve kas dokusu ayr1 ayr1 degerlendirildi. Levin ve arkadaslart mesanenin mukozal

tabakasinin lamina propria, submukoza, mukoza, epitelyal hiicrelerden olustugunu ve
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bu mukozal tabaka cerrahi olarak kaldirildiginda mesanenin ikinci tabakas1 olan diiz
kas tabakasinin ortaya c¢iktigini ifade etmigler. Her iki tabakanin metabolik
aktivitelerinin ve oksidatif strese hiicresel yanitlarimin farkliligin1  ortaya
koymuslardir (153). Biz ise deneysel modelimizi olustururken mesanenin mukoza ve
kas tabakasini ayr1 ayri degerlendirmeyi amacladik. Ciinkii mukozal hasar klinikte
daha cok irritatif miksiyon semptomlariyla karsimiza cikarken, kas dokusundaki
hasar ise hipokontraktil mesaneden akontraktil mesaneye kadar degisen ¢ok genis bir
klinik tablo olusturabilmektedir.

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda mesanenin
her {i¢ tabakasinda da apoptotik hiicre sayis1 anlamli derecede yiikselmisti. Bu durum
I/R bagh gelisen hiicre hasarinin bir gdstergesi olarak yorumlandi. Leptin verilen
tedavi grubunda ise 151k mikroskobunda apoptotik hiicrelere daha az rastlanirken
istatiksel olarak da apoptotik hiicre sayilarinda nemli derecede azalma saptandi. I/R
hasarina karst mesanenin her {i¢ tabakasinda epitelyum (mukoza), stroma
(submukoza) ve kas dokusunda apoptotik hiicrelerin leptin tedavisiyle anlamli
derecede azaldig1 gozlemlendi. Bu sonug I/R hasarma karsi leptinin antiapoptotik
etkiyle mesaneyi korudugunun bir gdstergesi olarak yorumlandi.

Mitokondriyal ve niikleer membranlarda ve endoplazmik retikulumlarda
bulunan bir proteini kodlayan 18. kromozomda yerlesik bir protoonkojen olan bcl-2,
apoptozu engelleyerek saglikli veya patolojik olan hiicrelerin hayatta kalmasini
saglar (155). Genis bir anti-apoptotik proteinler grubundan olusan bel-2 familyasinin
(bcl-2, bel-xl, bel-w, Bag—1 ve BI-1) ekspresyonu apoptozu Onler ve genis bir
proapoptotik protein grubunun (Bax, Bak, Bad, Bid ve Bim) ekspresyonunu azaltir.
Bcl-2 immiinohistokimyasal boyama yontemi bircok dokuda apoptotik hiicrelerin
gosterilmesi i¢in kullanilmaktadir (155-158). Calismamizda  bcl-2
immiinohistokimyasal boyama yOntemiyle hazirlanan mesane dokulart 151k
mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi. Mesanenin {irotelyum, stroma
ve kas tabakasinda bcl-2 pozitif hiicreler I/R grubunda belirgin diizeyde arttig
saptand1. Oncesinde leptin verilip I/R uygulanan grupta (L+I/R) ise az sayida bcl-2
pozitif hiicre gozlendi. Bu sonug leptinin anti-apoptotik etkinliginin bir gostergesi

olarak yorumlandu.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonuclar

. Mesaneye uygulanan 45 dakika iskemi ve 60 dk reperfiizyondan sonra doku
MDA diizeyleri iskemi grubunda artmis bulundu. Leptin verilen tedavi grubunda
ise (Leptin+I/R) MDA daki bu artisin anlamli derecede azaldig1 (p<0.01), hatta
kontrol grubuyla ayn1 diizeylerde oldugu saptandi (p>0.05).

I/R grubunda doku TNF-a diizeyleri belirgin derecede artarken tedavi verilen
Leptin + I/R grubunda bu artisin engellendigi tespit edildi (p<0.001). Kontrol
grubu ile Leptin + I/R grubu arasinda istatiksel olarak fark yoktu (p>0,05).

. I/R hasarmin bir gostergesi olan hiicresel ayrilma, eritrosit ekstravazasyonu
konjesyon, 6dem, PNL infiltrasyonu gibi histopatolojik degisiklikler mesanenin
iirotelyum, lamina propria, stroma kas tabakasinda izlendi. Oncesinde leptin
verilip I/R (Leptin+I/R) uygulanan grupta bu histopatolojik degisikliklerin

azaldig1 saptand.

. TUNEL yontemi ile boyanan mesane dokularinda apoptotik hiicre sayilari
karsilastirildi. /R grubunda Kontrol grubuna gore belirgin seviyede artan
apoptotik hiicre sayilar1 tedavi verilen (Leptin+i/R) grubunda belirgin diizeyde
azalmistt (p<0,001). Leptin+i/R grubunda apoptotik hiicre sayilari kontrol
grubuyla benzerdi (p>0,05).

. Ayrica mesane tabakalar1 olan iirotelyum, stroma ve kas, dokularindaki apoptotik
hiicre sayilar1 gruplar arasinda karsilastirildi. I/R’de her ii¢ tabakada da apoptotik
hiicre sayis1 kontrol grubuna gore belirgin artmisti. Leptin+i/R grubunda ise her
lic tabakada apaoptotik hiicre sayis1 azalmisti.

. Dokulardaki apoptoz gosteren hiicreleri tanimlamak ic¢in kullanilan bir baska
immiinohistokimyasal boyama ydntemi olan Bcl-2 ile yapilan degerlendirmede,
I/R grubunda artan apoptotik hiicrelerin (bcl-2 pozitif hiicreler), leptin tedavisi

verilen grupta azaldig1 gézlendi.
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Oneriler

I/R hasar1 hiicre zedelenmesine neden olan 6nemli bir siirectir. Yas ile ilgili
bircok hastalikta, infravezikal obstriiksiyona sekonder mesane distansiyonu ve
sonrasinda uygulanan kateterizasyonda ve hatta her miksiyon siklusunda I/R hasarina
bagli SOR dokuda hiicre zedelenmesine neden olabilmektedir. Leptin antiapoptotik,
dolayli da olsa antioksidan ve inflamasyon {izerine olan etkileri sonucu doku hasarini
onleyebilecek ya da azaltabilecek gibi goriinmektedir. Idrar kontinansi bireyin hayat
konforunu ve yasam standartini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Ortalama
yasam siiresinin arttig1 giiniimiizde BPH (benign prostat hiperplazi) gibi infravezikal
obstriiksiyonda ve yasa bagli gelisen patolojilerde mesane disfonksiyonu daha sik
goriilmektedir. Bu nedenle leptin proflaktik veya tedavi amaciyla mesane

disfonksiyonunda kullanilabilecek umut verici bir ajan olabilir.
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