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1. OZET

Bu c¢aligmada ratlarda monocrotalin ile olusturulan deneysel
toksikasyonda, histolojik ve immunohistokimyasal c¢alismalar yapildi.
Monocrotalin pirolizidin alkaloitlerinin bir {iyesi olup; pirolizidin alkaloit
toksikasyonu caligmalarinda model olarak, yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Seksen adet erigkin erkek Wistar ki rat (120-200 gr.) periton i¢i uygulanan
monocrotalin dozuna goére; 50 mg/kg (I.grup), 100 mg/kg (11. grup), 150 mg/kg
(1. grup), 200 mg/kg (1V. grup) ve tek doz periton i¢i 1 ml serum fizyolojik
uygulanan bir kontrol grubu olmak ftizere toplam 5 gruba (her grupta 16
hayvan) ayrildi. Inokulasyonu takiben 18. saatte her gruptan 6 hayvan, toplam
30 hayvan, 6. hafta sonunda ise geriye kalan hayvanlar 6tenazi edildi ve asagida

belirtilen sonugclar elde edildi.

1. Inokulasyondan 18 saat sonra dtenazi edilen hayvanlarda tiim deneme
gruplarinda en dikkat ¢ekici bulgu hepatosit apoptozisi oldu ve apoptotik hiicre
sayisinin doza bagli olarak artmis oldugu goriildii. Bu apoptotik hiicrelerin en
yaygm gorildigii bolgeler ise periportal ve mid-zonal bolgeler idi. TUNEL
boyama sonuglarinin, morfolojik bulgular ile tamamen uyumlu oldugu
gozlendi. Diger bulgular olarak, hafif dereceden orta dereceye kadar degisen
sinuzoidal konjesyon, vakuoler dejenerasyon ve yag dejenerasyonu kaydedildi.
Dejeneratif degisiklikler tiim deney gruplarinda orta dereceden, siddetli

seviyede yikima kadar degisen diizeylerde gozlendi.



2. Karaciger disindaki organlarda; renal, pulmoner, testikiiler ve
intestinal lezyonlar, 18. saat sonunda Otenazi edilen tiim deney grubu

hayvanlarda minimal diizeyde gbzlendi ya da lezyon goriilmedi.

3. Deney gruplar1 ve kontrol grubu arasinda, 18. saatte 6tenazi edilen
hayvanlarin karaciger kesitlerine yapilan proliferating cell nuclear antigen

(PCNA) boyamalarinda bir fark goriilmedi.

4. Bax-Bcl-2 boyamalarinda; yiiksek doz ve orta seviyede doz
uygulanan gruplarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farka

rastlandi.

5. Altinc1 hafta sonunda 6tenazi edilen deneme grubu hayvanlarinda;
doza bagimli, megalohepatositozis, safra kanali proliferasyonu, post nekrotik ve
kapsiiler fibrozis ana bulgular olarak kaydedildi. En yiliksek doz uygulanan

grupta hepatosit ¢ekirdeklerinde inkliizyon cisimciklerine rastlandi.

6. Biyokimyasal olarak plazma ALT ve AST seviyelerinin 18. saat
sonunda tiim deneme grubu hayvanlarinda, kontrol grubuna goére arttigi
goriildii. Plazma GGT diizeylerinde ise 6. hafta sonunda 6tenazi edilen deneme

grubu hayvanlarinda artis oldugu goriildii.

Sonu¢ olarak periton i¢ci monokrotalin uygulamasiyla, doz ile orantili
olarak karacigerde apoptotik degisimlerin inokiilasyon sonrasi 18. saat sonu en
yiiksek degerlere ulastigi, kronik olgularda ise apotozisin azaldigi ve antimitotik
etki sonucu megalositozisin meydana geldigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Monokrotalin, Rat, immunohistokimya, Patoloji



2. ABSTRACT
EXPERIMENTAL MONOCROTALINE TOXICATION IN RATS:
HISTOPATHOLOGIC AND IMMUNOHISTOCHEMICAL
EXAMINATIONS
Histopathological and immunohistochemical studies were performed in
experimentally induced monocrotalin toxication in rats. Monocrotaline is a
member of pyrrolozidin alkaloids (PAs) and has been widely used as a model for
pyrrolizidine alkaloid toxication. Eighty adult, male Wistar rats (120-200gr.) were
divided into 5 groups (16 animals in each group) in terms of intraperitoneal
monocrotaline injection including 50 mg / kg (I. group), 100 mg / kg (Il. group),
150 mg / kg (I11. group), and 200 mg / kg (IV. group) monocrotalin. Fifth group
was designed as control group and these animals were administrated single dose
of intraperitoneal physilogical saline. Thirty and 50 animals were euthanized in 18

hours and 6 weeks at postinoculation, respectively. Accordingly, following results

were obtained.

1. At the end of 18 hours; the most striking lesion was hepatocytic
apoptosis which was present in all experimental group sand the number of
apoptotic cells increased in a dose dependent manner. The most common location
of these apoptotoic cells were periportal and mid-zonal areas. TUNEL staining
was completely in agreement to morphologic findings. Other changes detected
were mild to moderate sinusoidal congestion, vacuolar and fatty degeneration.
The degenerative changes were moderate to severe and diffuse in distribution in

all test groups.



2. The extra-hepatic changes including renal, pulmonary, testicular, splenic
and intestinal were minimal to absent in all the experiment, groups at the end of

18 hours.

3. At the end of 18 hours; no difference was present in proliferating cell
antigen niiclear (PCNA) staining among the test and control groups liveer

sections.

4. In regard to; Bax/Bcl-2 staining, there was statistically difference

between in highest and moderate dose goups in control group.

5. At the end of 6 th weeks; dose dependent megalohepatocytosis, bile duct
proliferation, post necrotic and capsular fibrosis were the main finding detected.

In highest dose group; scant intranuclear inclusion bodies were also present.

6. Biochemically; ALT and AST levels in plazma were increased in all
dozed groups as comparedto control at the end of 18 hours. Whereas, GGT level

was incresaed in test groups and the end of 6 weeks.

In conlusion, apoptotic changes in liver reached the highest values at the
end of 18 th hour post-inoculaotion with the intra peritoneal monocrotaline
application in chronic cases, apoptosis was observed to decrease megalocytosis

occured as a result of antimitotic effect.

Keywords: Monocrotaline, Rat, Immunhistochemistry, Pathology
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3. GIRIS

3.1. Pirolizidin Alkaloitlerinin Genel Ozellikleri

Pirolizidin alkaloitleri (PA) genis cografik dagilima sahip bitkisel
toksinlerdir (1-3). On ii¢ bitki ailesindeki 6000 bitki tiiriinde birbirinden farkl
yapida 660 kadar PA’i saptanmustir (4-8). Kabaca diinyadaki ¢icekli bitkilerin %3
‘i PA’leri icermektedir (3, 9-12). Hayvanlar, PA’leri iceren bitkileri dogrudan
dogruya meradaki otlar1 tiiketmek suretiyle veya bu bitkilerin tahil iirlinlerine
karismas1 suretiyle alirlar. Dogada yayginligi ve toksik etkileri nedeniyle,
hayvanlar ile insanlar igin 6nemli bitkisel toksikasyon kaynagidirlar (13-15).
Insanlardaki PA toksikasyonlarina ise tahil iiriinlerinin bu alkaloitleri iceren
bitkilerle kontaminasyonu sonucu epidemiler tarzinda rastlanmistir. Bu bitkilerden
hazirlanan ekstrelerin bilingsizce kullanilmasi sonucu da insanlarda toksikasyon
olgular1 bildirilmistir (16). Ayrica kimi hayvansal iirtinlerde de (siit, bal, yumurta
ve benzeri vs.) bu alkaloitler saptanmis olmakla birlikte, saptanan diizeylerin
insan saghigi bakimindan hepatotoksik etkilerinin smirli olacagi bildirilmistir.
PA’leri kimyasal olarak reaktif olmayip karacigerde metabolitlerine
doniistiiriildiikten sonra aktive olarak toksik etki gosterirler (8, 17-20). PA’lerinin
bu doniisiimii sitokrom P-450 enzimi vasitayla olur.

PA’lerinin; ¢esitli alt smiflarma goére degisim gostermekle birlikte,
hepatotoksik, antimitotik, karsinojenik, teratojenik ve pnomotoksik etkileri
bulunmaktadir (6). PA’leriyle yapilan c¢aligmalarda heliotrin, lasiocarpine,
selecionine, senecionine, jacobine ve monocrotalin gibi alkaloitlerin etkileri
laboratuar hayvanlarinda incelenmistir. Monocratalinin etkileri bir¢ok alkaloitin

aksine sadece karacigerle smirli kalmayip akcigerlerde de pulmoner



hipertansiyona yol agmaktadir. Buna bagli olarak ta kalpte yetmezligine (sag kalp
hipertrofisi) sebep oldugu bildirilmistir (21, 22).

3.1.2. Pirolizidin Alkaloitlerin Bitkilerde Varhg

Bitkiler bilesimlerinde yer alan toksik maddeleri zararlilara kars1 savunma
sistemi olarak gelistirmiglerdir. Bu toksik maddelerden biri pirolizidin
alkaloitleridir. PA’lar yapisal olarak bitkilerin toksik sekunder savunma
komponentleri olarak ifade edilirler. 6000 den fazla bitki tiiriinde bulunan PA’leri
predominant olarak Asteraceae (Papatyagiller), Boraginaceae (Hodangiller) ve
Leguminosa (Baklagiller) familyasinda yer alir (23).
Sik rastlanilan tiirleri;
1-Senecio tiirleri
2-Crotalaria tiirleri
3-Heliotropium tiirleri
4-Echium tiirleri
5-Trichodesma tiirleri
6-Symphytum tiirleri

Bu bitki tiirlerinin bir¢ogu iilkemizde de yaygin bir sekilde bulunmakta ve
her bolgede genis bir dagilim gdstermektedir. Ozellikle Echium vulgulare ve E.
plantagineum aricilik sektoriinde 6nemli nektar kaynaklar1 arasindadir.
-E.vulgare daha cok Marmara ve Karadeniz bdlgesinde bulunur.
-E.plantagineum ise ¢ogunlukla Akdeniz havzasinda yer alir.
-Pirolizidin alkaloiti igeren diger bir bitki tiirii de Borago officinalis’tir.

Borago officinalis c¢ogunlukla Marmara bolgesi ile Orta ve Dogu

Karadeniz Bélgesinde bulunmak iizere, I¢ Anadolu Bolgesinde de goriiliir.



-Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen bir diger bitki tiirii ise Senecio tiirleri iginde
yer alan S. jacobaea’dir.

Tiirkiye’de yaygm PA igeren ¢igekli bitki tiirleri, yaygin isimleri ve yer
aldiklar1 familyalar asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1.Tiirkiye’de yaygin PA igeren ¢icekli bitki tiirleri

TURLER YAYGIN iSIMLERI FAMILYA
Senecio spp. Kanarya Otu Asteraceae
Senecio jacobaea Yakup kanarya otu Asteraceae
Senecio vulgaris Adi kanarya otu Asteraceae
Eupatorium spp. Grip otu Asteraceae
Echium spp. Engerek otu Boraginaceae
Heliotropium spp. Bambul otu Boraginaceae
Myosotis alpestris Dag minesi Boraginaceae
Myosotis sylvatica Unutma beni Boraginaceae
Cynoglossum spp. Mavi kopek dili Boraginaceae

3.2. Pirolizidin Alkaloitlerin Kimyasal Yapisi

Pirolizidin alkaloitleri ornitin aminoasitinden biyosentetik yolla tiireyen
alkaloit gruplarindan biridir. PA’leri biyogenetiksel ve biyokimyasal analizlere
gore 5 farkl biiylik yapisal tipe ayrilir. Ortak 6zellik olarak hepsi bir pirolizidin
cekirdegi igerirler. Bazik ve N-oksit olmak f{izere bitkilerde iki farkli yapisal
formda bulunurlar (11, 16). PA’ lerin N-oksit formu bagirsak kanalinda enzimatik
olarak bazik alkaloitlere dontstiiriiliir (16). Karacigerde biyoaktivasyonu sonucu
olusan metabolitler toksik etkiye sahiptirler (12). PA’lerin toksik etkileri kimyasal

yapilar1 ile yakindan iligkilidir. En fazla toksik etkiye sahip olan PA’ler siklik



diester yapisindadir. En az olanlar monoester, orta derecede olanlar ise siklik
olmayan diester yapisindadirlar.

3.2.1. Monocrotalin

Monocrotalin  (MCT), 1960’11 yillarda Turner ve Lalich tarafindan
pulmoner hipertansiyon i¢in bir deneysel model olarak kullanilmistir (24). Bu
model giinlimiizde hipertansiyonla ilgili ¢calismalarinda en yaygin model olarak
kullanilmaktadir. Monocrotalin; Crotalaria spectabilis bitkisinden elde edilen 11

tiyeli makrosiklik bir pirolizidin alkaloitidir (Sekil 1).

Sekil 1.Monocrotalin kimyasal yapisi

3.3. Pirolizidin Alkaloitlerin Metabolizmasi, Emilim, Dagilim ve
Atilma Yollan

Karaciger zehirli maddelerin ve toksinlerin yok olmasina yardimei olan,

safra ile viicuttan atithimini saglayan bezsel bir organdir.

PA’leri karacigerdeki c¢esitli enzimler aracihigiyla toksik veya toksik
olmayan bilesiklere metobolize edilirler. PA’lerinin sitokrom P 450 basta olmak
iizere, ¢ok amagli oksidaz enzimleri tarafindan karacigerde biyotranformasyonu
sonucu olusan pirolik metabolitler, yiiksek derecede reaktif ve toksik etkili

bilesiklerdir (18). PA’lerinin hayvanlardaki metabolizma sekilleri hidroliz, N-



oksidasyon ve dehidrojenasyondur. PA’leri kimyasal olarak inaktif prekiirsorler

olarak degerlendirilmelidir (21).

Hidroliz ve N-oksidasyon ile detoksifiye friinler, dehidrojenasyon
sonucunda ise toksik metabolitler sekillenir. Hidroliz, N-oksidasyon ve
dehidrojenasyonundan olusan primer metabolit, dehidropirolizidin esteri olarak
isimlendirilir (piroller). Bunlar DNA, protein, aminoasit ve glutasyon gibi
niikleofillere baglanan oldukca reaktif bilesiklerdir. Bunun disinda, pirolik alkole
hidrolize olurlar ya da ikincil metabolit olarak kabul edilen dehidronesine

donistiriliirler. Dehidronesin de niikleofillerle yavas reaksiyona girer (25-27).

Oral yolla alinan PA’leri bagirsaklardan (ileum, jejunumdan) emilerek,
portal vena ile karacigere ulasirlar. PA’lerin toksik olmayan metabolitler 24 saat
icerisinde viicuttan idrar ve safra ile uzaklastirilir. Toksik metabolitlerin de 6nemli
bir bolimii ise yaklasik 48-72 saatte idrarla atilir (4). Sicanlara 60mg/kg
intraperitoneal olarak tek doz retrorsine verildiginde, ilk giinde idrar ile atilan PA
miktari, ikinci gline gore yaklasik 20 kat fazla oldugu, ayn1 zamanda total

metabolitin ¢ok az bir bolimiin (yaklasik %21-2’sinin) safra ile atildig1

kaydedilmistir (4, 9).

3.4. Pirolizidin Alkaloit Toksikasyonun Patogenezisi

PA toksikasyonunda karaciger primer hedef organdir (3, 16). Piroller,
dokularin yapisal unsurlari ile alkilleyici reaksiyon olustururlar ve bu maddeler
hidrojen iyonlar1 yerine alkil radikallerini yerlestirme yetenegindedirler (28).
DNA, protein, amino asit ve glutasyon gibi hiicresel yap1 ya da igerigi kovalent

olarak baglanarak (3, 12, 16), hepatotoksik etkinin yani sira; karsinogenezise (25,



29), terotogenezise (30, 31) mitozun ve bagisiklik sisteminin baskilanmasina (32)

da sebep olurlar.

Pirolik metobolitlerin proteinlere veya niikleik asitlere baglanmasi ile
antimitotik etki olusur (25, 33). Piroller, sitoplazma proteinleri ve niikleik asitlerin
tiyol gruplara baglanarak, hiicrelerde dejenerasyon ve nekroz olusumuna sebep
olur (12, 25). Bir kisim pirolik metabolit ise, kan dolagimina gecerek eritrositlere
baglanir, bir kismi da serbest halde kan ile diger dokulara taginir (19).
Metobolitlerin DNA {izerinde 6zel hedef bdlgelere baglanmasi sonucu mitozun,
G-2 ve M asamalar1 ger¢eklesmez. Bununla birlikte G1 ve S fazlar1 etkilenmez.
Hepatositler, G-2 veya M evresini ihmal ederek, tekrar geriye G1 evresine doner
ve hiicrede protein sentezi devam eder (16). Bunun sonucunda ise, karakteristik
biiyiik sitoplazmali ve niikleuslu megalositik hepatositler sekillenir (2, 20, 34, 35).
Mutajenik ve teratojenik etkileri de pirolik metaboliklerin DNA sarmalina
baglanmasiyla olusur (16, 29). PA’ lerinin karsinojenik etkisinin ise, DNA

zincirindeki P 53 genindeki hasardan kaynaklandig: bildirilmistir (19).

3.5. Pirolizidin Alkaloitlerinin Toksisitesi

3.5.1. Pirolizidin Alkaloitlerinin insanlardaki Toksisitesi
Pirolizidin alkaloitlerin’den kaynaklanan zehirlenmeler gelismekte olan
tilkelerin sorunu olmaktan ¢ikarak bugiin artik gelismis tilkelerinde 6nemli bir

sorunu haline gelmistir. Bunun sebebi alternatif tipa olan ilginin artmasidir (23).
Insanlarda zehirlenmeye sebep olan nedenler;

-PA ile kontamine tahil iiriinlerinin tikketimi,
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-Toksik bitkilerin tibbi kullanimu,

-Geleneksel tipta PA igeren bitkilerin direk kullanimi,

-Siit ve siit tirtinleri,

-Bal,

-Polen gibi basliklarla karsimiza ¢ikmaktadir.

3.5.2. Pirolizidin Alkaloitlerinin Hayvanlarindaki Toksisitesi

Hayvanlar dogada PA iceren bitkileri direk tiiketmemelerine ragmen,
indirekt olarak bu gibi bitkilerle karisik yemlerin alinmasi sonucu ve gida
besinlerinin  yetersiz oldugu durumlarda veya meydana gelen kuraklik
donemlerinde bu bitkileri tiiketebilmektedirler. Bunun sonucu olarak da

zehirlenme ve ekonomik kayiplar meydana gelir.

3.5.3. Pirolizidin Alkaloitlerinin Toksikasyonuna Duyarhhk

Hayvan tiirlerinin duyarhliklar1 arasinda 6nemli farklar bulunur. Genellikle
ruminatlar, at, domuz ve kanathilara gore daha az duyarhdir. Yas, cinsiyet, ik,
hayvanlarmm fizyolojik durumlar1 (laktasyon, gebelik vb.) tiriin disindaki
duyarlihigi etkileyen diger faktorlerdir (14). Pirol iretimi, detoksifikasyon
mekanizmalar1 ve alkaloitlerin atilimindaki farkliliklar tiirler arasinda duyarhiligi
belirleyen en onemli nedenlerdendir (13, 21). Pirolik esterler, glutasyona
baglanarak viicuttan uzaklastirildigindan, ayni tiir i¢inde karaciger glutasyon
seviyesi yiiksek olan hayvanlar toksikasyona daha direnglidir (21). Sigir ve sigan
gibi duyarh tiirlerde yiiksek, kobay, koyun ve bildircin gibi direngli tiirlerde ise

diisiik oranda pirolik metabolit sekillenir (1, 21). Bazi hayvan tiirleri, 6zellikle
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tavsanlar yliksek oranda pirol iiretmelerine karsin, toksikasyona oldukca
direnglidirler. Bu direnglilik yiikksek oranda detoksifikasyon enzimlerinin

varligiyla agiklanmaktadir (6, 19, 25).

Tiirtin disindaki duyarliligi etkileyen diger faktorler yas ve cinsiyettir.
Geng¢ hayvanlarin erigkinlere gore daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Siit emen
sicanlarda toksikasyonla ilgili belirtilerin ve lezyonlarin daha belirgin olarak
sekillendigi tespit edilmistir (36-38). Cinsiyet bakimimdan yapilan g¢esitli
calismalarda; erkek sicanlarin disi sicanlara gore daha duyarli oldugu goézlenmistir

(21, 25).

Toksikasyona bagli olarak sekillen lezyonlarin siddetindeki degisimler
hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yemlerle birlikte aldiklar1 metaller (bakir,
molibden) ve aminoasitlerin (metionin, sistin) miktarina bagh olarak degisir (25,

39).

3.6. Pirolizidin Alkaloit Toksikasyonlarinda Histopatolojik Bulgular
Hayvan tiiriine ve doza bagli olarak PA toksikasyonlar1 akut, subakut veya

genelikle kronik degisimlerle karakterizedir (25).

3.6.1. Akut Toksikasyonda Histopatolojik Bulgular

Akut toksikasyonlarda lezyonlar ¢ogunlukla karacigerle smirhdir. Yiiksek
PA dozlar1 12-48 saat igerisinde karacigerde yaygm hemoraji ve nekroz
olusumuna 6nciiliikk eder (16). Bu degisimler maymun, fare, sigan, kanath tiirleri,

domuz ve insanlarda bildirilmistir.
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3.6.2. Kronik Toksikasyonda Histopatolojik Bulgular
Ciftlik hayvanlarinda dogal toksikasyonlar ve laboratuvar hayvanlarinda

ise diisiik dozlarda verilmesiyle ¢ogunlukla kronik degisimler sekillenir (16).

Ciftlik hayvanlarindan sigirlarda kronik toksikasyonlarda akut olaylarda
oldugu gibi ilk etkilen organ karacigerdir. Bunun yani sira metobolitlerin kan
dolagimiyla akciger, kalp ve bobreklere tasinmasi sonucu patolojik degisikler
sekillenebilir (7, 40). Sigirlarda, karacigerde kronik toksikasyonun en onemli
bulgular1 fibrosiz, asites ve mezenterial 6demdir (1, 25, 41). Bazi kronik
toksikasyonlarda hi¢bir klinik sempton goriilmemekle birlikte, karaciger hiicre
hasarlar1 ve bunu takiben nekroz, yangi, fibrosiz ve son olarak siroz gelisir (24,

42-44).

Sigirlarda PA  toksikasyonlarinda en Onemli mikroskobik bulgu
karacigerde hepatositlerin niikleus ve sitoplazma hipertrofisiyle karekterize
megalositozistir. Karaciger hiicrelerinin hipertrofisi ve devaminda dejenerasyon
ve bunu takiben nekroz sekillenir (1, 37, 44). Karacigerdeki diger mikroskobik
bulgular nekroz, kapsiiler, periportal veya periasiner fibrozis, safra kanali
hiperplazisi, oval hiicre proliferasyonu (28, 45) ve veno-okluziv degisimlerdir
(46). Megalohepatositlerin niiklear membrani bazik boyalar ile kuvvetli boyanir.
Kromatin miktar1 azalarak karyomegali daha da belirginlesir (2, 9, 13).
Karyomegali ile birlikte, niiklear inkliizyonlar Onemli belirtiler olarak

degerlendirilmistir (12, 25, 44).
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Laboratuvar hayvanlarinda monocrotalin ile yapilan ¢alismalarda, toksik
metabolitlerin kan yoluyla akcigere ulasarak, kapillar endotel hiicrelerinde
nekrotik degisimlere ve mikrotrombozlara neden oldugu bildirilmistir (1, 15, 47).
Bu degisimlerin sonucunda; pulmoner arterioler hipertrofi sekillenebilecegi

vurgulanmustir (7).

Gerek laboratuvar hayvanlarinda gerekse sigirlardaki kronik PA
toksikasyonlarinda renal tubiiler megalositosiz de oldukga sabit bir bulgudur (48,
49). Laboratuvar hayvanlarinda monocrotalin toksikasyonunda bobreklerde;
glomeruler nekroz ve hiyalinizasyon, kapillar tromboz, Bowman kapsiiliinde
kalinlagma, tubulus epitellerinde ve mezengial hiicrelerde dejenerasyon, biiyiik
arterlerde fibrinoid nekroz ve tromboz iliskin degisimler énemli bulgular olarak

kaydedilmistir (4, 40).

3.7. Apoptozis ve Olusum Asamalari

Organizma yasami boyunca siirekli bir denge halindedir. Dengenin
korunmasinda yaslanmis ve 6zelligini yitirmis bir kisim hiicreler 6liim ile ortadan
kaldirilmakta ve bunlarin yerine yeni hiicreler sentez edilerek veya farklilagsma
yoluyla denge saglanmaktadir. Hiicre olimi iKi sekilde gerceklesir. Bunlar
apoptozis ve nekrozdur (50, 51). Her iki olayda da birbirini izleyen biyokimyasal
ve morfolojik olaylar sonucu hiicre oliimii meydana gelir (52). Yasli, hasar
gormiis ya da anormal bir hiicreler programlanmis hiicre Olimii olarak
adlandirilan apoptozis ile 6liime gider. Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr
ve arkadaglar1 tarafindan kullanilmistir (53). Baglangigta biiziisme nekrozu olarak
adlandirilmistir. Fizyolojik olarak 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogun kromatin

pargalarinin biriktigi ve hiicre organellerin korundugunu fark edildigi i¢in bu isim
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verilmistir. Kdken olarak "apo-TOE-sis" den tiiretilmis ve eski Yunanca ‘da
"sonbaharda yaprak dokimii" anlamina gelmektedir (54). Basladiginda hizli
gelisen genler tarafindan diizenlenen, yangisal olmayan, enerjiye ihtiya¢ duyan,
fizyolojik ve patolojik durumlarda gozlenebilen yapisal degisikliklerle karakterize

biyolojik bir olaydir (Sekil 2).

Apoptozun gerceklesme asamalari;

Hiicrede apoptozis distan veya igcten gelen etkilerle baslar. DNA hasari,
kalsiyum seviyesinde yiikselme, hiicre i¢i pH’sinda azalma bunu takiben de hiicre

yapisindaki bozulmalar bu etkiler arasindadir (55).

Hiicre igerisindeki kaspas olarak adlandirilan enzimler gelen sinyallerle
aktive olur. Bu sinyaller mitokondri zarindaki gegirgenligi kolaylastirir. Bu
gegirgenlik Bcl-2 protein ailesi ile diizenlenmektedir. Bcl-2 proteinler hem pro-
apoptotik hemde anti-apoptotik etki yaparlar. Pro-apoptotikler sitokrom c

saliverilmesini saglar. Anti-apoptotikler ise bunu engellerler (56).

Apoptotik mekanizma aktive oldugunda hiicre biiziismeye baglar ve diger
saglam hiicrelerden kopar daha sonra yaklasik 1/3 kayba ugrar (57). Niikleer
kromatin yogunlasir. DNA pargalanir. Endoplazmik retikulum dilatasyona ugrar,
mitokondri siser. Hiicrede tomurcuklanma meydana gelir, bu takiben DNA ve
organeller parcalanarak apoptotik cisimcikler olusur (58). Bu apoptotik

cisimcikler fagositoz yollu ile yangi olusturmadan yok edilir (59).

Apoptotik cisimler mikroskobik olarak oval sitoplazmali ve kromatin
kiimeleri hilal gibi goriinen yapiya sahiptirler (60). Bu cisimcikler dagmnik sekilde

bulunurlar (61). Apoptotik bosluklar rezudial hiicreler tarafindan dolduruldugu
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i¢in bu bosluklar normal yapinin bozulmasi etkilemez (62).

Exntrinsic apoptosis Caspase-8
pathway (e.g. TNF, () i
FAS & TRAIL)
t-Bid
Pro-Caspase-3 IAPS - } Bcl2/Bcel-XL
\Caspasec s IDiabl
mac/Diablo
ICAD/CAD - e R l
e Bax %
[Fa) o

| / \ 1 Omi/HtrA2
\ =

Cytochrome c

Caspase-9 T~~~

Apaf1

/ )

Intrinsic apoptosis
pathway (e.g. DNA
damage, ROS)

Dimerization

EndoG (()D @ Caspase-independent
@ apoptosis pathway

Sekil 2. Apoptotik siire¢ ve bu siirecte yer alan proteinler (63)

3.8. Immiinohistokimyasal Yéntemler

3.8.1.TUNEL Yontemi (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-
mediated deoxyuridine triphosphate-digoxigenin nick-end labeling)

TUNEL metodu 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaglar1 tarafindan
bulunmustur (64). Bu yontem yaygmn olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling”
sozciiklerinin kisaltilmas1 olan “TUNEL” adiyla anilmaktadirr. Bu ydntem,
apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini, serbest 3’-OH uglarinda enzimatik
bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanarak, apoptozise giden hiicrelerin
gorilintiilenmesini  saglamaktadir. Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii
yapilmis soliisyon halindeki ya da lameller lizerinde biiyiitiilmiis hiicreler TUNEL

boyama yontemi ile boyanarak apoptozise ugrayip ugramadiklar1 belirlenir.
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Apoptotik sinyaller hiicrelerdeki DNA’lar1 hizla parcalayarak, iizerinde kiriklar
meydana getirirler. Ortamda 3’-OH igceren DNA pargaciklarinin sayisi artar (64).
DNA pargaciklarinin serbest 3’-OH uglarma terminal deoksiniikleotidil transferaz
(Tdt) enzimi, biotin-deoxyuridine triposhophate-digoxigenini ekler (65). Biotin ile

isaretlenen DNA parcaciklar1 ortama avidin eklenmesiyle goriiniir hale gelir.

3.8.2. Bax/ Bcl-2

Apoptoziste onemli role sahip ve apoptozisi baglatan yollarin kesistigi en
onemli noktaya sahip hiicre organeli mitokondridir. Mitokondrinin zarar gérmesi
apoptosizi geri doniisiimsiliz etkilemektedir. Mitokondrinin zarar gérmesinin en
onemli sebebi ise Bcl-2 proteinidir.

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesinde hem apopitotik hem de
antiapopitotik tiyeler bulunmaktadir.

Bcl-2 proteini mitokondrinin dis membrani, ¢ekirdek membrani ve
endoplazmik retikulum membraninda bulunmaktadir (66). Anti-apoptotik bir
proteindir.

Bax; proapopitotik bir proteindir. Bcl-2 proteiniyle ayni yapidadir. Bax
Bcl-2 ye gore baskin oldugundan apopitozis artmaktadir (67).

Bunun sonucu olarakta bir pro-apoptotik protein olan Bax sitokrom ¢’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini indiikler. Anti-apoptotik olan Bcl-2
ise sitokrom c¢ saliverilmesini baskilar. Bodylece hiicrenin yasami ile 6liim

arasindaki segenegini Bax ile Bcl-2 proteinleri belirler.

3.8.3. PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
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Proliferatif hiicre ¢ekirdek antijeni, daha ¢ok kullanilan adiyla PCNA,
hiicrenin yasam dongiisiinde gorev alan proteinler olan siklinlerin bir iiyesidir.
DNA’y1 sararak yiiziik gibi bir yap1 olusturan hiicredeki yuvarlak sekilli tek
proteindir (68-70). Endojen bir protein olan PCNA, hem hayvan hem de bitki
hiicrelerinde bulunur (71-75). Bir hiicrenin yasamindan ya da ¢liimiinden sorumlu
olan temel molekiillerden birisidir. PCNA, niikleik asit metabolizmasinin
replikasyon ve onarim mekanizmasinda onemli rol oynar (76, 77). Hiicre
boliinmesinde rol alan proteinleri koordine ederek onlarin goérevlerini diizenler
(78). PCNA’nmn esas roli, DNA prolimeraz enziminin kofaktorii olarak DNA
sentezini ve hiicre proliferasyonunu diizenlemektir (18). PCNA yapim hizi, hiicre
siklusunun G1 fazmm ortasindan itibaren hizla artar. S fazi boyunca yiiksek
seviyesini korur ve G2/M fazinda diismeye baslar. Bu nedenle hiicredeki PCNA
seviyesi, proliferatif hiicrelerin tespit edilmesinde bir parametre olarak kullanilir
(25, 33, 79). PCNA’nin olmadigr veya ¢ok az oldugu durumlarda hiicrenin
apoptozise gittigi bildirilmistir (80).

4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar

Calismada Frrat Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastrma (FUDAM)
Merkezinden saglanan, 80 adet erkek, eriskin, Wistar ki rat (ortalama agirliklar
150-200 gr) kullanildi. Hayvanlar dért deneme ve bir kontrol grubu olmak iizere
toplam bes gruba ayrildi. Her bir grup 16 hayvandan olusturuldu. Calismada
kullanilan deney hayvanlar1 i¢in Firat Universitesi Yerel Hayvan Etik Kurulundan

gereken izinler alindi. (karar no:38 ve 05.02.2014 tarihli) Denemeler baslamadan
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once tiim ratlar tartildi. Deney siiresince ratlar ad libitum olarak normal rat

yemiyle beslendi.

4.2. Monocrotalin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ratlarda monocrotalin toksikasyonu olusturmak icin, kati formdaki
monocrotalin  (Crotaline, Sigma, Katalog No: 315-22-0) distile su ile
sulandirilarak, % 10’luk solusyon ( 1 ml’de 100 mg monocrotalin) hazirland:.

Soliisyonun pH’1 sodyum bikarbonat ile 7,2’ye ayarlandi.

4.3. Deneysel Toksikasyonun Olusturulmasi

Calismanm baslangicinda ratlarm agirliklar1 6lgiildic ve kaydedildi. Her
gruptaki ratlarin ortalama canli agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde gruplar
olusturuldu. Emiliminin yiiksek olmasi, uygulama kolaylig1 ve caligma siiresine
olan uygunlugu nedeniyle ip. enjeksiyonu tercih edilmistir. Hazirlanan
monocrotalin soliisyonu canli agirliklar1 hesaplanarak i.p olarak uygulandu. I., I1.,
1. ve IV. gruba sirasiyla 50 mg/kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg, 200 mg/kg
monocrotalin verildi. Kontrol gruplarindaki ratlara ise 1 ml serum fizyolojik i.p

enjekte edildi.

4.4. Deneme Plani

Calismada; 16 adet rattan olusan dort deneme (I.,11., 111., I\VV. grup) ve bir
kontrol grubu (V. grup) olusturuldu. Uygulama I.,11., I11., IV. deneme grubuna tek
doz monocrotalin, V. (kontrol) gruba ise tek doz serum fizyolojik enjeksiyonu i.p.

seklinde yapildi (Tablo 2 ).
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Tablo 2. Deneme plani

Gruplar Denek Uygulanan Doz Uygulama
Sayisi (n) Madde (ma/kg) Siiresi
(giin)
I.Deneme grubu 16 Monocrotalin 50 mg/kg Tek Doz
(0,5ml)
I1.Deneme grubu 16 Monocrotalin 100 mg/kg Tek Doz
(1,0 ml)
I1.Deneme grubu 16 Monocrotalin 150 mg/kg Tek Doz
(1,5 ml)
IVV.Deneme grubu 16 Monocrotalin 200 mg/kg Tek Doz
(2,0 ml)
V.Deneme grubu 16 Serum Iml Tek Doz
(Kontrol) Fizyolojik

4.5. Histopatolojik Inceleme I¢in Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi

Deneme siiresince gerek oOlen gerekse deneme sonrasi Otenazi edilen
ratlarm sistemik nekropsileri yapilarak karaciger, bobrek, bagirsak, dalak, akciger,
kalp, beyin, testis Ornekleri alindi. Ornekler %10’luk tamponlu formalin
soliisyonunda tespit edilip, 24 saat sonra trimlendi. Doku o&rnekleri bir giin
boyunca akarsu altinda yikandiktan sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica
TP 1020, Almanya) otomatik program kullanilarak alkol, ksilol ve parafin
serilerinden gegirildi. Parafin bloklama cihazi1 (Leica EG 1150 H, Almanya) ile
bloklandi. Hazirlanan bloklardan rotary mikrotom (Leica RM 2125 RTS) ile 3-5
um kalinhiginda alinan kesitler, rutin histopatolojik incelemeler igin hematoksilen-
eozin (HE) ile boyand1. Histopatolojik degerlendirilme trinokiiler 151k mikroskobu
(Olympus BX43, Japonya) yardimiyla yapildi ve kamera atagmani (Olympus DP-

72, Japonya) ile mikroskobik fotograflari ¢ekildi.
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4.6. Iimmunohistokimyasal Boyamalar

4.6.1. PCNA ve Bax/Bcl-2 Uygulanmalar

Karacigerden hazirlanan parafin kesitlerde mitotik baskilanma oranlarini
belirlemek i¢in Prolierating cell nuclear antigen (PCNA) , B-cell lymphoma (Bcl-
2) ve B-cell lymphoma associated X protein (Bax) primer antikorlar1 kullanildi.
Primer antikorlar, (Santa cruz Kits, ESP) iiretici firmanim 6nerileri dogrultusunda
ve daha Once yapilan On caligmalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered
saline (PBS, pH: 7,4) ile sulandirildi (Tablo 3). Immunohistokimyasal
boyamalarda tiim asamalar i¢in gerekli maddeleri icinde bulunduran hazir kitler
ve bunlarm protokolleri kullanildi. Buna gore kesitler, pozitif sarjli lamlara alinda.
30 dakika 58°C’lik etiivde kurutuldu. Ksilolde deparafinize edilip seri alkollerde
dehidre edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapiyr maskeleyici etkisini
gidermek i¢in kesitler, sitrat tamponlu soliisyonda mikrodalga firinda 600 watta 5
dakika kaynatildi. Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin
metanolde hazirlanmis %3’likk H2O2’te 5 dakika bekletildi ve protein bloke edici
serumda 5 dakika tutuldu. Daha sonra primer antikorlar ile Tablo 3’de belirtilen
sulandirma oranlar1 ve siirelerde inkubasyona birakildi. Kesitlere biotinle isaretli
sekonder antikor damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin
peroksidaz enzimi (Santa cruz Kits, Teneferi, ESP) ile 30 dakika inkiibe edildi.
Protein bloke edici serumu ile inkubasyon asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra
kesitler 3 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC) (Thermoscientific AEC RED substrat kit, ABD) kromojeni ile
mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika siireyle boyandi. Mayer

hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. Su bazli yapistirict (Bio-Optica Mount
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quick acquose) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi (Tablo 4).
Degerlendirmede rastgele 20’lik objective ile 10 bolge tarandi. Sitoplazmasi ve/
veya c¢ekirdegi kirmizi boyanan hiicrelerin sayisi ile hiicrelerin boyanma

yogunlugu dikkate almarak semikalitatif olarak yapildi (Tablo 5).

Tablo 3. Cahismada kullanilan antikorlar

Antikor Antikor Antikor Antijen Kullamlan Inkubasyon Uretici
(Klon)  Tirii Kona@g gerialma dilusyon Siiresi Firma
yontemi

PCNA  Monoclonal Mouse  Sitrat 1/200 49 C bir Santa
tamponlu gece cruz
solusyonda
600 watt 5
dk

Bax Polyclonal ~ Rabbit  Sitrat 1/400 4 ° C bir Santa
tamponlu gece cruz
solusyonda
600 watt 5
dk

Bcl-2 Polyclonal Rabbit  Sitrat 1/400 49 C bir Santa
tamponlu gece cruz
solusyonda
600 watt 5
dk
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Tablo 4. Iimmiinohistokimyasal boyama prosediirii (avidin-biotin-peroxidase

complex, ABC)

Sira Islem Siire

1 Xylol | 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika
3 Xylol 111 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 5 dakika

9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS 3x5 dakika
11 H20; 10 dakika
12 PBS 3x5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3x5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3x5 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 20 dakika
19 PBS 3x5 dakika
20 AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ...
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Tablo 5. Immiinohistokimyasal boyama degerlendirmeleri

Degerlendirilen Hiicre Sayisi Anlam
0 Yok
1-5 Hafif
6-10 Orta
10< Siddetli

4.7. TUNEL Tekniginin Uygulanmasi
Monocrotalin  toksikasyonunun dokulardaki apoptozis flizerine olan

etkilerini incelemek i¢in TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick end labelling) metodu kullanildi. Kesitler, In Situ Cell Death
Detection, POD (Millipore, Kanada) apoptozis kiti kullanilarak ve Onerilen
standart prosediire gore boyandi. Kesitler, pozitif sarjli lamlara 3-5 um
kalinhginda alindi.  Kesitler, bir gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ksilolde
deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Kesitlerin ¢evreleri siirlayict
kalemle ile ¢izildi. Kesitler 1:500 diliisyondaki proteinaz k soliisyonu ile 7 dk oda
sicakhiginda tutuldu. Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek icin
metanolde hazirlanmis %3’liikk H,O2’te 5 dakika bekletildi. Her bir kesit i¢in 13l
/cm? Equilibration tampon soliisyonu ile 6 dk oda sicakliginda yikandi. Uzerleri
plastik lamel ile kapatilarak bekletildi. Siirenin sonunda tampon soliisyonu
dokiilerek her kesit i¢in 13 pl TdT (terminal deoxynucleotidyl transferaz) enzimi
soliisyonu 37°C’de 1 saat tutulduktan sonra, reaksiyon durdurma soliisyonu
hazirlanarak 10 dakika oda sicakliginda yikandi. Anti-digoxigenin konjugati ile 30

dk oda 1sisinda bekletildi. 3 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikandi. Kesitlerin
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boyanmasi i¢in kromojen olarak 3-amino-9-etil karbazol (AEC) (Thermoscientific
AEC RED substrat kit, ABD) ya da 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)
(Thermoscientific AEC RED substratkit, ABD) kromojenleri kullanildi.
Boyamalar mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika siireyle yapildi. Karsit
boyamalarda AEC substrat ile boyanan kesitler Gill’s hematoksilen ile boyanip su
bazli yapistirict (Bio-Optica Mount quick acquose) ile DAB ile boyanan kesitler
Mayer hematoksilen ile boyanip Entellan (Merck, Almanya) kullanilarak

kapatildi.

TUNEL metoduyla boyanan doku Kkesitlerinde apoptotik aktivitenin
belirlenmesi 151k mikroskobunda yapildi. Incelemede hiicrelerin boyanma
yogunluguna bakilmaksizin kirmizi-kahverengi boyanan ¢ekirdekler pozitif, mavi
boyanan ¢ekirdekler negatif olarak kabul edildi. Rastgele 20’lik objective ile 10
bolge tarandi. Degerlendirme boyanan hiicre ¢ekirdegi sayisia gore semikalitatif

olarak yapildi.

4.8. Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal analizler igin uygulanan ilk enjeksiyonu takiben 18 saat
sonucunda her gruptan dekapite edilen 6 hayvandan antikoagulansiz tiip igerisinde
5 ml kan &rnekleri alindi. Ornekler 4000 devirde 5-10 dk santrifiij edildikten
sonra, ist kistmda kalan serum kismu alinarak, otoanalizorde (Siemens Advia
2400, Almanya), alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST),
gama glutamil transferaz (GGT), direk bilirubin, total protein ve iire enzim

diizeyleri tespit edildi.
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4.9. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen immunohistokimyasal bulgular Olympus DP-72
kamera atagmanli Olympus BX43 trinokiiler 151k mikroskobu altinda goriintiilendi
ve mikroskobik fotograflar1 ¢ekildi. Pozitif boyanmalarin derecesi semikalitatif
olarak degerlendirildi. Sonuglar S.P.S.S. 22.0 istatistik analiz programi ile

degerlendirildi.

Gruplar arasi1 farkin istatistiksel kontrollerinde Kruskal Wallis Varyans
Analizi kullanildi. Analiz sonucunda gruplar arasi farkin belirlenmesinde ise

Mann-Whitney testi uygulandi.

Kontrol ve deneme gruplarina ait serum ALT, AST, GGT, direk bilirubin,
total protein ve iire degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirmalarinda ise non-
parametrik testlerden Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Analiz

sonucunda gruplar arasi farkin belirlenmesinde ise Mann-Whitney testi uygulandi.

4.10. Canh Agirhik ve Organ Hesaplanmasi

Toksikasyonun hayvanlarin canli ve organ agirliklari tizerine etkisini
gorebilmek i¢in, deneme baslanmadan dnce hayvanlarin canli agirliklar 6lgiildii.
Denemenin baslamasindan itibaren 6 hafta boyunca, haftada bir kez olmak tizere
hayvanlar tartildi. Gruplar aras1 farkin istatistiksel farkini ortaya koymak i¢in non-
parametrik testlerden Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Analiz
sonucunda gruplar arasi farkin belirlenmesinde ise Mann-Whitney testi uygulandi.
Deneme siiresince Olen ve deneme sonunda Otenazi edilen hayvanlarin
nekropsileri yapilarak, organ agirliklar1 saptandi. Belirtilen testler organ agirliklar:

icinde uygulandi.
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5.1. Canh Agirhk

5.BULGULAR

Deneme gruplart ve kontrol grubu arasinda canli agirlik degerleri

bakimindan istatistiksel olarak 6nemli (P<0,001) bir fark goriilmiis ve bu farklilik

deneme boyunca devam etmistir (Tablo 6), (Sekil 3). Deneme gruplari arasinda

anlamli bir fark goriilmedi.

Tablo 6. Gruplarin haftalik canh agirhk ortalamalan (gr)

I. grup
(50mg/kg)
X+SX

Il. grup
(100mg/kg)
X£SX

I11. grup
(150mg/kg)
X£SX

V. grup
(200mg/kg)
X+£SX

V. grup
(Kontrol)
X+SX

213,81+22,05°
224,30+25,78°
231,90+26,45°
236,50+24,90°
233,50+30,03°
231,10+44,45°

250,63+26,21°

213,69+29,55°
214,90+31,98°
220,20+30,65°
226,50+36,08°
220,44+35,06°
213,67+39,57°

214,75+51,70°

201,68+27,76°
197,40+32,32°
202,40+33,12°
205,60+28,27°
205,00+22,83°
191,80+27,25°

171,00+24,97°

208,63+26,01°
210,33+39,89°
223,60+38,30°
229,00+27,50°
210,60+28,75°
186,75+19,58"

158,66+26,76°

255,12+13,28°
260,90+12,26%
264,40+11,01°
279,60+16,15°
282,40420,33°
293,70+22,04°

300,20+22,60%

**

**

**

**

*:P<0.01

**: P<0.001

a,b: Farkli harfleri tastyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.
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350

300
250 m 18.09.2014
W 26.09.2014
200
m02.10.2014
150 1 09.10.2014
W 16.10.2014
100 m23.10.2014
50 1 30.10.2014
0
1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup
(Kontrol)

Sekil 3. Hayvanlarin canh agirhiklar (gr)

5.2. Klinik Bulgular
Yiksek doz gruplarinda (I1l. ve IV. gruplar) enjeksiyonu takiben ilk
haftadan denemenin sonuna kadar ki donemde halsizlik, dis uyarilara tepki vermeme,
istahsizlik, hareket azlig1 ve kontrol grubuna gore kilo kaybi bulgularina rastlandi.
Denemede | gruptan 37, 39 giinde 2 adet, II grupta 29, 30, 40 sirasiyla 1, 1, 4 toplam
6 adet, III gruptan 4, 6, 39, 40 giilerde 3, 2, 1, 1 toplam 7 adet, IV gruptan 7, 8, 38
glinlerde 3, 2, 2 adet hayvan olmak {izere toplam 7 hayvan da 6liim goriildii. Kontrol
grubunda ise 6liim goriilmedi.
5.3. Makroskobik Bulgular
Dordiincti grupta 18. saat sonunda nekropsileri yapilan 3 hayvanin karin
boslugunda 2-4 ml acik sar1 ve berrak goriiniimlii siviya (asites) rastlandi. Ince
bagirsak mukozasinda yaygin ve orta siddette konjesiyon oldugu gozlendi.

Bobreklerin siskin oldugu tespit edildi. Goglis boslugunda 2-3 ml agik sar1 ve
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berrak goriintimlii siviya (hidrotraks) rastlandi. Akcigerde hafif siddette 6dem ve
konjesiyona rastlandi. Karacigerde asir1 derece konjesiyon, kivammda yumusama,

kenarlarinda kiitlesme goriildii.

Onsekizinci  saat sonunda nekropileri yapilan [I.,IL,III. gruplardaki

hayvanlarda IV. gruba gore bulgularin daha hafif seyrettigi gézlendi.

Ikinci grup’ta 29. giinde ©6len hayvanin karm boslugunda serozal
yiizeylerde orta derecede ikterus, karaciger loblar1 bal petegi goriiniimiinde,

bagirsaklar da otolitik degisiklikler ve akciger konjesyonluydu.

Uciincii ve IV. gruptaki hayvanlardan 7. ve 8. giinde 6len 3 hayvanin
karacigerlerinde hindistan cevizi goriiniimii, visceral lopta milier tarzda boz beyaz

renkli odaklar ve mevcuttu.

Altinc1 hafta sonunda nekropsileri yapilan tiim deneme grubu hayvanlarda

ise makroskobik olarak dikkati ¢eken dnemli bir bulgu gdzlenmedi.

5.4. Organ Agirhklar:
Gruplarin 18. saat ve 6. hafta sonundaki karaciger agirlik degerleri
incelendiginde; sadece kontrol grubu ile anlamli farkliliklar goériilmiis, deneme

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmemistir (Tablo 7).

Gruplarin 18. saat ve 6. hafta sonundaki akciger, testis agirlik degerleri
incelendiginde; kontrol ve deneme gruplar: arasinda istatistiksel olarak énemli bir

fark goriilmemistir (Tablo 8).

Gruplarin 18. saat sonundaki kalp, bobrek agirlik degerleri incelendiginde;

gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmemistir (P<0.05).
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Deneme sonunda deneme gruplarindan I.grup (50 mg/kg), II. grup (100
mg/kg) , 1. grup (150 mg/kg), IV. grup (200 mg/kg) ile V.grub (kontrol)

arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmiistiir (Sekil 4).

Gruplarin 6. hafta sonundaki kalp, bobrek agirlik degerleri incelendiginde;

gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark goriilmiistiir (Sekil5).

Tablo 7. Gruplarin 18. saat sonu organ agirhk ortalamalar ( gr)

Organ l. grup 1. grup 1. grup V. grup V. grup P
(50mg/kg) (100mg/kg)  (150mg/kg)  (200mg/kg) (Kontrol)
X+SX X+SX X+SX X+SX X+SX

Karaciger 7,659+0,757° 7,255+1,234" 7,97+0,788°  7,263£1,330° 10,793+0,739*  *
Akciger 1,420£0,182  1,246+0,244  1,209+0,139  1,334£0,290  1,458+0,294 OD

Bobrek 1,687+0,170° 1,758+0,28°  1,847+0,167° 1,700+0,172°  2,263+0,245*  *

Testis 2,82140,493  2,794+0,450  2,389+0,748  2,454+0,252  2,656+0,157 OD
Kalp 0,730+£0,101  0,778+0,081  0,804+0,055  0,826+0,148  1,011+0,103 OD
*: P<0.05 OD: Onemli Degil

a,b: Farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.
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12

10
8
6
a
i TH I“ annnl
Karaciger Akciger Bobrek Testis Kalp
Hlgrup MIl.grup mIll.grup IV.grup ®V.grup (Kontrol)
Sekil 4. 18. saat sonu organ agirhk ortalamalar
Tablo 8. Gruplarin 6. hafta sonu organ agirhk ortalamalar ( gr)
Organ l. grup Il. grup 1. grup V. grup V. grup P
(50mg/kg)  (100mg/kg) (150mg/kg) (200mg/kg)  (Kontrol)
X+SX X+SX X+SX X+SX X+£SX
Karaciger  10,016+1,177° 7,474+1,884°  5,961+1,087°  5,614+0,276° 10,836+0,8842 *
Akciger 2,02+0,359 2,403+0,653 2,655+0,778 2,778+0,940 1,622+0,208 OD
Bobrek 2,149+0,303° 1,760+0,497° 1,543+0,245° 1,671+0,461° 2,607+0,3062 *
Testis 2,484+0,209 2,288+0,566  1,839+0,749  1,651+0,522 2,835£0,354  OD
Kalp 1,097+0,190 1,170£0,226  0,926+0,193  0,849+0,111 1,112£0,193  OD
*: P<0.05 OD: Onemli Degil

a,b: Farkli harfleri tagtyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.
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Karaciger Akciger Bobrek Testis Kalp
mlgrup MIl.grup Ill.grup IV.grup mV.grup (Kontrol)

Sekil 5. 6. hafta sonu organ agirhik ortalamalar

5.5. Mikroskobik bulgular

5.5.1.0nsekiz Saat Sonunda Otenazi Edilen Ratlarda Karacigerdeki
Mikroskobik Bulgular (Tablo 9):

Tiim deneme gruplarda karacigerde degisen siddet derecelerinde, yaygin,
bulanik siskinlik/vakuoler dejenerasyon ve Kupffer hiicre akivasyonu goézlendi
(Sekil 6). Fokal nekroz odaklari vardi. Anilan bulgular yiiksek doz gruplarinda
daha siddetli derecedeydi. Benzer sekilde tiim deneme gruplarinda saptanan ve
doza bagh olarak derecesi artan apoptozis 18. saatin sonunda saptanan en 6nemli
mikroskobik bulgu olarak kaydedildi (Sekil 7). Buna gore diisiikk doz gruplarinda (
I. ve Il. gruplar) gelisi giizel olarak serpistirilmis tarzda, her bir mikroskop
alaninda 1-2 adet apoptotik cisimcige rastlanirken, yiiksek doz gruplarinda
ozellikle 11. ve IlI. bolgelerde kiimeler halinde apoptotik hiicreler tespit edildi

(Sekil 8). Bu hiicreler koyu eozinofilik ve yuvarlak sitoplazmali, ¢ekirdekleri
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biizismiis ve etraflarindaki hiicrelerden ayrilmislardi. Yiiksek doz grublarindaki
(1. ve 1V. gruplar) ratlarda periportal lenfositik infiltrayonlar ve hafif-orta
siddette multifokal siniizoidal konjesyon alanlarma rastlandi (Sekil 9). Deneme
gruplarinda megalositoza rastlanmamakla birlikte, yiiksek doz gruplarinda tek tiik
serpistirilmis halde karyomegalik hepatositlere ve cok sayida ¢ift c¢ekirdekli

karaciger hiicrelerine rastlandi (Sekil 10).

Tablo 9. Karacigerdeki histopatolojik bulgularin 18. saat sonu semikalitatif

degerlendirmesi
Hidropik Yag Sinuzoidal  Nekroz Yangsal Megalositoz
Dejenerasyon  Dejenerasyonu  Konjesyon . Hiicre
Infiltrasyonu
l. grup 1 0 1 0 0 0
Il.grup 1 0 1 3 0 0
Il.grup 3 0 2 3 1 0
IV.grup 4 1 4 5 2 0
V.grup 0 0 0 0 0 0

Sekil 6. Karacigerde yaygin orta siddette bulanik siskinlik/vakuoler
dejenerasyon dejenerayon, 18. saat sonu (I. grup), HE
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Sekil 8. Karacigerde multifokal apoptotik hiicreler, oklar, 18. saat sonu (I11.
grup), HE
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Sekil 9. Karacigerde sinuzoidal konjesyon, 18. saat, (I. grup), HE

"".J""' ¢~ # < -

Sekil 10. Karacigerde cok sayida cift cekirdekli hepatositler, oklar, 18. saat
sonu (I11. grup), HE
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5.5.2. Altina1 Hafta Sonunda Otenazi Edilen Ratlarda Karacigerdeki
Mikroskobik Bulgular (Tablo 10):

Bu siire sonunda kesilen hayvanlarda hem hiicre sitoplazmasinin hemde
cekirdeklerinin biiyiimesiyle karekterize, I1l. ve IV. gruplarda siddetli yaygm bir
megalositoz saptanan en 6nemli bulgu idi (Sekil 11). Tiim deneme gruplarinda
ozellikle I11. ve IV. gruptaki ratlarda siddetli safra kanali proliferasyonu gézlendi
(Sekil 12). Aym1 zamanda bu bulguyla birlikte III. ve IV. gruptaki ratlarda da
goriilen post nekrotik fibrozis (Sekil 13) ve hafif-orta siddette seyreden kapsuler
fibrozis gozlendi. Nekrotik alanlara yakin bolgelerde mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 dikkati g¢ekti (Sekil 14). Bunun yani sira hepatositlerde yag
dejenerasyonu goézlendi (Sekil 15). En yiikksek doz grubundaki hayvanlarda

nadiren hepatositlerde intraniiklear inkliizyon cisimcigi gortldii.

Tablo 10. Karacigerdeki histopatolojik bulgularin 6. hafta sonu semikalitatif

degerlendirmesi
Safra kanal Yag Post-  Kapsiiler Yangisal Megalositoz
proliferasyonu Dejenerasyonu nekrotik fibrosiz . Hiicre
fibrosiz Infiltrasyonu
I. grup 0 0 0 0 0 1
I1.grup 1 1 1 1 1 3
Il.grup 3 1 3 2 2 4
IV.grup 4 1 5 3 2 5
V.grup 0 0 0 0 0 0
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Sekil 12. Karacigerde safra kanah proliferasyonu 6. hafta sonu (I1V. grup) HE
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Sekil 13. Karacigerde post nekrotik fibrosiz 6. hafta sonu (IV. grup) HE
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Sekil 15. Karacigerde yag dejenerasyonu, oklar, 6. hafta sonu (IV. grup) HE

5.5.3. Karaciger Disindaki Diger Organlarda Gériilen Mikroskobik
Bulgular:

Bobreklerde siddeti gruplar arasinda farklhilik gdstermekle birlikte
intertubuler alanlardaki damarlarda siddetli konjesyon gozlendi. Tubulus epitel
hiicrelerinde yaygin nekrotik degisiklikle birlikte hiicrelerde hidropik
dejenerasyon mevcuttu. Dordiincli grupta gerek olen, gerekse deneme sonunda

Otenazi edilen hayvanlarda intertubuler kanamalar olduk¢a yaygindi.

Kalp’te miyokarda konjesyon ve kanama dikkati ¢eken ilk bulgular idi.
Intertisyel 6demin varligiyla, kas fibrinlerinde ayrismalar gozlendi. Bu fibrillerde
nekrotik degisiklikler mevcuttu. Ayrica miyofibrinler arasinda mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 ve endokardial fibrozis gorilda.
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Bagirsaklarda villislarin epitel tabakasinda dokiilme, propria ve
submukozada yaygin kanamalar mevcut idi. Kript epitellerinde nekrotik degisikler

ve yaygin siddetli vakuoller dejenerasyon dikkati ¢ekti.

Dalakta veniillerde yaygm konjesyon gozlendi. Lenf folikiillerinde asir1

damarlagma ile birlikte fibroz bag doku artis1 dikkati ¢ekti.

Akcigerlerde en yaygmn bulgu siddetli konjesyondu. Interalveoller
septumda kalinlasma ve alveoller 6dem go6zlendi. Bazi damarlar g¢evresinde
siddetli kanamalar ve bu bdlgedeki damarlarda trombozlarin varligi saptandi.
Ayrica arterlerde kas hipertrofisi ve kapillar damar endotel hiicrelerinde

zedelenme dikkati gekti.

Testislerde testikuler dejenerasyon, interstisyel 6dem, konjesyon ve
intertubuler dev hiicre formasyonu goriildii. Deneme gruplarmdan Il11. grupta 18.
saatte Otenazi edilen hayvanlarda 6. hafta sonunda 6tenazi edilen hayvanlara gore
siddetli testikuler dejenerasyon goriildii. Dordiincii grupta 18. saat sonunu hem 6.
hafta sonu hem de diger deneme gruplarina gore daha siddetli testikiiler

dejenerasyon goriildii.

Gerek olen gerekse deneme sonunda Gtenazi edilen hayvanlarda alinan
diger organlarda ve kontrol grubu hayvanlarin organlarinda patolojik degisiklere

rastlanmadi.

40



5.6.Biyokimyasal Bulgular

5.6.1.Enzim Diizeyleri

Deneme gruplarina ait serum ALT, AST, GGT, direk buliribin, total
protein ve irenin 18. saat ve 6. hafta sonundaki diizeyleri ilgili tablolar ile

sunuldu.

Yapilan ¢alismanin sonunda deneme gruplar arasinda ALT degerleri
incelendiginde; en diisiik ALT degerine sahip grubun V.grup (kontrol ) oldugu,
diger deneme gruplarmin ( 1., IL., IIL., IV. grup) ALT seviyelerinin V. gruba gore
yiiksek oldugu gozlendi. En yiiksek ALT degerinin en yiiksek doza sahip olan I'V.
grupta bulundugu goriildii (Tablo 11). Ayni1 zamanda IV. grubun I. ve Il. gruptan
daha yiiksek ALT degerine sahip oldugu diger deneme gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir farkliligin bulunmadig: gériildi (P<0.001).

Gruplarin 18. saat sonundaki AST degerleri incelendiginde; gruplar
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark goriilmistiir (P<0.001). Bu farklilik
V.gruba (kontrol) gore III. grup ve IV. grupta AST seviyelerinin istatistiksel

olarak anlamli artis1 seklinde gézlemlenmistir (Sekill6).

GGT, direk bilirubin ve iire degerlerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark

goriilmemistir.

Gruplarin 18. saat sonundaki total protein degerleri incelendiginde; gruplar
arasmda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmiistiir (P<0.001). En diisiik total

protein degerinin 1V. grupta (200 mg/kg) oldugu goriildii. Istatiksel olarak
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anlamlilik sadece V. grup (kontrol) ile IV. grup arasinda gozlenmistir. Diger

grublar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Tablo 11. Gruplarin 18. saat sonu biyokimyasal enzim degerleri

Biyokimyasal l. grup I1. grup 1. grup V. grup V. grup P
Degerler (50mg/kg) (100mg/kg) (150mg/kg) (200mg/kg) (Kontrol)
X£SX X£SX X£SX X+SX X+SX
ALT 108,50+40,05°  103,83+31,36" 415,83+298,72%  926,83+685,08%  88,33+5,35° **
AST 252,83+47,39°  241,16+30,40° 430,33+184,53° 1023,83+687,84*  205,16+27,42° **
GGT 1,50+0,54 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,40 1,00+0,51 OD
D.Biluribin 0,10+0,00 0,10+0,00 0,10-+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 OD
T.Protein 6,23+0,45% 6,11+0,40% 5,90+0,23% 5,40+0,25° 5,66+0,175%  *
Ure 50,00+3,84 45,66+3,20 49,50+5,95 47,50+2,16 44,16+2,71 OD
*:P<0.01  **:P<0.001 OD: Onemli Degil
a,b,c: Farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar nemlidir.
1200 -
1000 -
800 - EALT
uAST
600 - uGGT
D.Biluribin
400 1 ® T.Protein
m Ure
200 -
0 |

l.grup

Il.grup

Il.grup

1V.grup

V.grup (
Kontrol)

Sekil 16. 18. saat sonu gruplarin enzim diizeyleri
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ALT, AST, total protein degerlerinde 6. hafta sonunda istatistiksel olarak

onemli bir fark goriilmemistir (Tablo 12), (Sekil 17).

Gruplarin 6. hafta sonundaki GGT degerleri incelendiginde; gruplar
arasida istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmistiir (P<0.001). I11. ve IV.
grubun GGT degerlerinin, V. gruba (kontrol) gore anlamli derecede yiiksek
degerlere sahip oldugu gozlemlendi. En yiiksek GGT degeri III. grupta
kiyaslandiginda istatiksel anlamlilik

gbzlenmesine ragmen, IV. grup ile

gorilmemisdir.

6. hafta sonunda direk buliribin ve iire degerleri incelendiginde; I11.grup ve
IV.gruba ait direk buliribin ve iire degerlerinin en yiiksek iki grup olarak
gozlemlendi.Bu yiikseklik diger gruplarla (I., II.,V.(kontrol)) kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli bulundu. En yiiksek degere sahip IV. grup ile I1l. grup

arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (P<0.001).

Tablo 12. Gruplarin 6. hafta sonu biyokimyasal enzim degerleri

Biyokimyasal l.grup I1. grup I11. grup V. grup V. grup P
Degerler (50mg/kg) (100mg/kg) (150mg/kg) (200mg/kg) (Kontrol)
X+SX X+SX X+SX X+SX X+SX
ALT 107,37£66,64  87,75+9,42 148,00+79,68 191,00+157,77 128,60+142,85 OD
AST 226,12+36,34  223,25+27,32  354,33+212,45 299,33+174,13 256,10+182,85 OD
GGT 1,75+1,382 4,25+5,25 14,33+11,01° 9,33+8,38P 1,80+0,782 *
D.Biluribin 0,03+0,042 0,05+0,05 0,26+0,20° 0,53+0,75P 0,01+0,002 okl
T.Protein 6,31+0,12 5,96+0,47 5,60+0,40 5,13+1,00 6,33+0,25 OD
Ure 54,50+6,302 62,50+20,43 69,66+9,60° 105,33+45,70° 49,80+3,582 *
*: P<0.01 **: P<0.001 OD: Onemli Degil

a,b: Farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir.
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400
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150 - m D.Biluribin
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l.grup I1.grup I1l.grup 1V.grup V.grup (
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Sekil 17. 6. hafta sonu gruplarin enzim diizeyleri

5.7. Immunohistokimyasal Bulgular

TUNEL boyamalarinda, 50 mg/kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg, 200 mg/kg
uygulanan gruplarda ilk 18. saat sonunda 6tenazi edilen hayvanlarin karacigerinde
hepatositlerin ¢ekirdeklerinde doza bagl olarak siddeti artan pozitif boyamalar
dikkati ¢ekti (Sekil 18). Altinc1 hafta sonunda 6tenazi edilen tiim gruplarda verilen
dozlara parelel olarak pozitif boyamanin siddetinde 18. saat’te gore azalma dikkati

cekti (Sekil 19).

Bax immun boyamalarinda, deneme gruplarma verilen doza (50 mg/kg,
100 mg/kg, 150 mg/kg ve 200 mg/kg) paralel olarak 18. saat sonunda Gtenazi
edilen hayvanlarin karaciger hepatositlerinin sitoplazmalar1 siddetli pozitif olarak
boyandig1 goriildii (Sekil 20). Altinct hafta sonunda ise hepatositlerin hafif

siddette boyandig1 goriildi (Sekil 21).
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Bcl-2 immun boyamalarinda, deneme gruplarina verilen doza (50 mg/kg,
100 mg/kg, 150 mg/kg ve 200 mg/kg) paralel olarak 18. saat sonunda
karacigerlerin hepatositlerin sitoplazmalar1 hafif pozitif olarak boyandigi, 6. hafta
sonunda 200 mg/kg uygulanan hayvanlarda hepatositlerde ¢ok siddetli pozitif
boyama, diger gruplarda ise 200 mg/kg doz uygulanan gruptaki hayvanlara

nazaran boyamanin siddettinde bir azalma gozlendi (Sekil 22-23).

PCNA immun boyamalarinda, 18. saatte kesilen tiim gruplardaki
hayvanlarin karaciger hepatositlerinin ¢ekirdeklerinde birbirlerinden farkh
olmayan hafif siddetli bir boyama gozlendi (Sekil 24). Altinci hafta sonunda
Otenazi edilen hayvanlarda ise verilen doza bagl olarak siddeti artan pozitif

boyama tespit edilen bulgulard1 (Sekil 25).
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Sekil 18. Karacigerde TUNEL pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat
sonu (l.grup), Mayer hemotoksilen ile zit boyama

Sekil 19. Karacigerde TUNEL pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat
sonu (IV. grup), Mayer hemotoksilen ile zit boyama
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Sekil 20. Karacigerde Bax pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat sonu
(IV. grup), IHC

Sekil 21. Karacigerde Bax pozitif boyama gosteren hepatositler, 6. hafta sonu
(11. grup), IHC
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Sekil 22. Karacigerde Bcl-2 pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat
sonu (1V. grup), IHC

Sekil 23. Karacigerde Bcl-2 pozitif boyama gosteren hepatositler, 6. hafta
sonu (1. grup), IHC
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Sekil 24. Karacigerde PCNA pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat
sonu (1V. grup), IHC

Sekil 25. Karacigerde PCNA pozitif boyama gosteren hepatositler, 18. saat
sonu (1. grup), IHC
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6. TARTISMA

Pirolizidin Alkaloit’lerinden (PA) olan ve yaygm model olarak da
kullanilan monocrotalin, Crotalaria spectabilis bitkisinden elde edilen 11 tyeli
makrosiklik bir PA’dir (17).

Bu ¢alismada 50 mg/kg,100 mg/kg,150 mg/kg, 200 mg/kg monocrotalin
iceren dozlarda i.p. olarak yapilan enjeksiyon denemesinde, ratlarda gozlenen;
makroskobik, mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal bulgular
ortaya konulmustur.

Calismada ratlarda gozlenen ( ozellikle III. ve IV. gruplar) kilo kaybi,
yeme karsi ilgisizlik, yiirimede zorluk, duyarsizlik ve halsizlik, bazi hayvanlarda
yapilan c¢alismalarda (5, 20, 26, 45, 80) deneysel olarak kronik PA
toksikasyonlarin genel bulgular1 olarak ta bildirilmistir. Kilo kaybi, yem
tilketiminin az olmasi, karacigerde ki hepatotoksisiteye bagl olarak protein ve
karbonhidrat sentezindeki bozulmayla iliskilendirilebilir.

Calismada ortaya konulan makroskobik bulgulardan asites, karacigerde
asir1 konjesion, kivaminda yumusama, kenarlarinda kiitlesme, hindistan cevizi
goriiniim, viseral lopta milier tarzda boz beyaz renkli odaklar, bagirsak
mukozasinda yaygin ve orta siddette konjesion, hidrotraks, akcigerde 6dem ve
konjesion gibi bulgular daha 6nce bu konularda yapilan ¢alismalarda (26-28, 42,

43, 49) gozlenen bulgular ile parelellik gostermistir.

Farelerde yapilan monocrotalin  toksikasyonlarinda  ilk  olarak
megalositozis tespit edilmistir (36, 44). Sitoplazma ve ¢ekirdegin biiyiimesi olarak
tanimlanan megalositozis, tlim hayvan tiirlerinde PA toksikasyonu i¢in spesifik bir

bulgu olarak degerlendirilmistir (18, 26, 36, 44). Bu ¢alismada da kontrol grubu
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hari¢ tiim deneme gruplarinda 6. hafta sonunda Otanazi edilen ratlarda
megalositozis saptanmistir. Megalositik lezyonlarm derecesi hafif, orta ya da
siddetli oldugu gorilmistir. Bu farkliliklar gruplara verilen monocrotalin
miktariyla paralel seyretmistir. Lezyonlar 1. grupta hafif, Il. grup da orta, IlI. ve.
IV. grupta siddetli oldugu, III. ve IV. gruplardaki hayvanlarin dejenere ve nekroze
olan hepatositler yerini post-nekrotik fibrotik degisiklere biraktigi izlenmistir. Bu
durum kronik toksikasyon olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte bazi
caligmalarda gozlenen (27, 28, 43) karacigerde safra kanali proliferasyonu,
sinozoidal konjesyon, parankim dejenerasyonu ve nekroz, mononuklear hiicre

infiltrasyonlar1 bu ¢alismadada gozlenmistir.

Yapilan bu calismada akcigerlerde en yaygin bulgu siddetli konjesyon,
interalveoller septumda kalinlasma ve alveoller 6dem olarak ortaya konuldu.
Bunun yanisira siddetli kanamalar ve bu bélgedeki damarlarda belirgin
trombozlarin varlig1 saptandi. Ayrica arterlerde kas hipertrofisi ve kapillar damar
endotel hiicrelerinde zedelenmeler birgok c¢alisma (9, 11, 15, 22) ile benzer

bulgulardi.

PA’lerinde monocrotalin basta olmak fiizere akciger lezyonlarma bagli
olarak kalpte bazi degisiklikleri tetikledigi bilinmektedir (22, 40). Monocrotalin
ile yapilan c¢alismalar da, kalpteki sag ventrikiiler hipertrofinin, akciger
hipertansiyonun bir sonucu olarak meydana geldigi sonucuna varilmistir (40, 47).
Ayrica kalpde dejenerasyon, mononiiklear hiicre infitrasyonu ve endokardial
fibrozisin meydana geldigi ortaya konulmustur (21, 22, 40). Yapilan ¢alismada
ortaya konulan kalpteki bulgular1 (siddetli doza bagli olarak degisen ) bu

calismalar ile desteklenmistir.
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Bu calisma ile bobreklerde siddeti gruplar arasinda farklilik gosteren
intertubuler alanlardaki damarlarda siddetli konjesyon, tubulus epitel hiicrelerinde
yaygin nekrotik degisiklikler, hidropik dejenerasyon intertubuler kanamalar bir
cok c¢alismada (11, 15, 26 ) goriilen bulgularla paralellik gostermistir.

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bulgulara gére monocrotalin doz ve
stireye bagh olarak farkli organ ve dokularda farkli etkiler géstermistir. Apoptotik
degisimlerin inokulasyon sonrasi ilk 18. saat sonunda en yiiksek degere ulastigi
TUNEL ve Bax boyamalari ile ortaya konulmustur. Altinci hafta sonunda apoptotik
hiicrelerde azalmanm oldugu ise PCNA ve Bcl-2 boyamalariyla ortaya konuldu.
Altmc1 hafta sonundaki PCNA boyamalarindaki artis, degisiklige ugramayan
hepatositlerde rejenerasyon isleminin devam etmesiyle agiklanabilir. Kronik
toksikasyonlarda apoptosizin azalmasinin yani sira, bazi hiicrelerde ( verilen doza
bagli olarak artan) anti-mitotik etkinin baskilandigi ve megalositosizin olusmasina
yol ag¢tig1 sonucuna varilmistir.

Ratlara intraperitoneal olarak 50 mg/kg (1. grup), 100 mg/kg (Il. grup),
150mg/kg (I11. grup), 200 mg/kg (IV. grup) dozlarinda verilen monocrotalin akut ve
kronik olarak karaciger dokusunda histopatolojik ve apoptotik degisiklere neden

oldugu, kanaatine varilmaistir.
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