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Deneysel overyan iskemi/reperfiizyon
modelinde iloprostun uzak organ olarak
karaciger dokusu lizerindeki koruyucu etkisi

The protective effect of iloprost on liver tissue as a
remote organ in an experimental model of ovarian
ischemia/reperfusion

Oz

Amag: Bu deneysel calismada iloprostun karaciger dokusu Uzerindeki koruyucu etkisini bir
iskemi/reperfuzyon (I/R) sican modelinde arastirmak amaclanmistir.

Yontem: Toplam 32 adet disi Sprague-Dawley sican, 4 esit gruba ayrildi. Grup Tdeki sican-
larda overyan dokulara herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi. Sirasiyla Grup 2, 3 ve 4’teki
overyan dokulara ise 3 saatlik torsiyon, 3 saatlik torsiyon + 3 saatlik detorsiyon, ve 3 saatlik
torsiyon + 3 saatlik detorsiyon + 60 dakikalik iloprost infizyonu uygulandi. Dokulardan 7 um
kalinlikta kesitler alindi, hematoksilen-eozin, Masson trikrom ve toluidin mavisi ile boyandi.
Kesitler Gzerinde 1sik mikroskobik inceleme yapildi.

Bulgular: Grup 2, 3 ve 4'te Grup Te kiyasla sintizoidal dilatasyon ve vaskuler konjesyonda ista-
tistiksel olarak anlamli artis tespit edildi (p<0,05). Grup 4’te diger gruplara kiyasla daha fazla
sintzoidal dilatasyon ve vaskuler konjesyon goruldd. Yine Grup 2, 3 ve 4’'te Grup T'e kiyasla
daha fazla enflamasyon, fibrozis, hemoraji ve daha yUksek mast hiicre yogunlugu tespit edildi.
Ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Histopatolojik skorlamada Grup 2 ve
4’'te benzer, Grup 3'te ise daha yuksek skorlar gdzlendi.

Sonug: iloprostun I/R hasarina kars! karaciger dokusu Uzerinde koruyucu etkileri oldugu so-
nucuna varilmistir.

Anahtar sdzciikler: iloprost; iskemi/reperfiizyon; karaciger hasari

Abstract

Aim: In this experimental study, we aimed to investigate the protective effect of iloprost on
liver tissue in a rat model of ischemia/reperfusion (I/R).

Methods: A total of 32 female Sprague-Dawley rats were divided into 4 equal groups. The
ovarian tissues of the rats in Group 1did not undergo any surgical procedure. The ovarian tis-
sues of Group 2, 3, and 4 underwent 3-hour of torsion, 3-hour detorsion + 3-hour torsion, and
3-hour torsion + 3-hour detorsion + 60-minute iloprost infusion, respectively. Sections of 7 um
thickness were taken, stained with hematoxylin-eosin, Masson trichrome, and toluidine blue,
and examined with light microscopy.

Results: Compared to Group 1, a statistically significant increase in sinusoidal dilatation and
vascular congestion was found in Group 2, 3, and 4 (p<0.05). Compared to the other groups,
more sinusoidal dilatation and vascular congestion were observed in Group 4. Similarly, Group
2, 3,and 4 showed more inflammation, fibrosis and hemorrhage and higher mast cell density
compared to Group 1, although the difference was not statistically significant (p>0.05). In
the histopathological scoring, Group 2 and 4 had similar scores while Group 3 scored higher.
Conclusion: It was concluded that iloprost had protective effects on liver tissue against I/R
injury.

Keywords: iloprost; ischemia/reperfusion; liver injury
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GIRIS
Over torsiyonu overin vaskiiler yapilar (ve bazi vaka-
larda diger adneksiyal yapilar) ile birlikte ligamentum
suspensorium ovarii ekseninde donmesi olarak ta-
nimlanmaktadir. Akut abdomen vakalarinm yaklagik
9%2,7’sini olusturmakta, jinekolojik acil durumlar ara-
sinda sayilmaktadir (1). Her yasta goriilebilmekle bir-
likte, reprodiiktif ¢agdaki kadinlarda daha siktir (2).
Olusan overyan hasar torsiyonun diizeyine gore degis-
mektedir. Ven6z dolasimin bozulmasi stromal 6dem ve
doku i¢i kanama, arteriyel dolasimin bozulmast iskemi
ve nekroz ile sonuglanabilmektedir (3). Miiphem bulgu-
lar nedeniyle geciken tani ¢ogu zaman overyan nekroz
ile sonuglanmaktadir (4). Anesteziyoloji pratiginde akut
batin nedeniyle opere edilen hastalarda sik rastlanan
bu patolojinin tedavisi ise tan1 konduktan sonra en kisa
stirede ve doku siyanoze goériiniimde olsa bile cerrahi
detorsiyondur (5). Fakat detorsiyon prosediirii ile re-
perfiizyonun saglanmasi lokal ve sistemik bazi hasarla-
ra neden olabilmektedir. Iskemi sonrasi organlarin bu
sekilde reperfiizyonunun neden oldugu hasar, iskemi/
reperfiizyon (I/R) hasari olarak adlandirilmaktadir (6).

Iskemi, gesitli nedenlerle doku veya organlarin
kanlanmasmin azalmas: veya durmasi sonucunda
oksijenizasyonun bozulmas: olarak tanimlanmak-
tadir (7). Iskemik dénemde kalsiyum iyonlarinin
hiicre i¢ine gegisinin artmasiyla hiicre i¢i proteaz ve
lipaz enzimleri aktiflesir ve hiicre membraninda lipit
peroksidasyonu baglamis olur. Miidahale edilmedi-
gi takdirde bu siire¢ iskemi ile sonuglanir (8). Iskemi
tehdidi altindaki dokular1 korumanin tek yolu, doku
kanlanmasini tekrar saglamaktir. Kanlanmanm tek-
rar saglanmasi (reperfiizyon) ise reperfiizyon hasari
olarak adlandirilan doku hasarini baglatmaktadir (9).
Iskemi sirasinda kisith diizeyde serbest oksijen radi-
kalleri olusumu reperfiizyon ile ¢ok yiiksek seviyelere
ulagsmakta, bu da hiicre membran lipitlerinin oksidas-
yonu ile malondialdehit (MDA) gibi toksik tiriinlerin
olusumuna neden olmaktadir (10). Hiicre membran
lipitlerinin yikimu ile diizeyi artan arasidonik asit, I/R
periyodunda aktiflesen siklooksijenaz-2 enzimi tara-
findan yikima ugrayarak SOR (Serbest Oksijen Radi-
kalleri) ve pro-enflamatuvar prostaglandin salinimina
neden olmaktadir (11,12).

Bu deneysel overyan I/R caligmasinda antioksi-
dan, trombositik antiagregan ve arteriyel vazodilator

etkilere sahip sentetik prostasiklin analogu iloprostun
karaciger dokusu tizerindeki koruyucu etkilerini arag-

tirmak amaclanmigtir.

I
GEREG VE YONTEMLER
Caligmada 280-300 gr agirliginda 32 adet geng eriskin

Sprague-Dawley disi sigan kullanildi. Hayvanlar ran-
domize olarak 4 esit gruba ayrildi, oda 1s1sinda, 12’ser
saat aydinlik-karanlik dongiisinde, ad libitum beslen-
me (yem ve su) kosullarinda barindirildi. Gruplar su
sekildeydi:

Grup 1 (taklidi grup/kontrol grubu): Alt karin bol-
gesinde yaklasik 2 cnr’lik bir insizyon gergeklestirildi;
karaciger 1 dakika boyunca gozlendi; sonra karin du-
vart siitiirle kapatildi. Ug saat sonra karaciger dokulari
relaparotomi ile cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 2 (torsiyon grubu): Tuba uterina dokularini ige-
ren adneks, kan akimi kesilecek sekilde saat yoniinde
360 derece dondiiriildii ve karin duvarina sabitlendi
(13). Ug saat siiren iskemi sonrasinda karaciger doku-
lar1 relaparatomi ile cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 3 (torsiyon+detorsiyon grubu): Ug saat torsi-
yon-iskemi, sonrasinda 3 saat detorsiyon-reperfiiz-
yon uygulandi. Toplam 6 saat sonra karaciger dokular1
relaparotomi ile cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 4 (torsiyon+detorsiyon+iloprost grubu): Ad-
nekslere 3 saatlik iskemi uygulandi. Miiteakip 3 sa-
atlik detorsiyon-reperfiizyon isleminden 10 dk 6nce
jugular vene takilan kateterden (24-g Braun Vasofix)
0,5 ng/kg/dk dozda iloprost (10 pg/kg, iv; llomedin®,
Schering, Berlin, Almanya) infiizyonuna basland:
(14). Iloprost infiizyonu reperfiizyonun ilk 1 saati bo-
yunca devam etti. floprost infiizyonu sonrasinda 2 saat
daha reperfiizyon siiresinin tamamlanmasi beklendi.
Toplam 6 saat sonunda karaciger dokular: cerrahi ola-
rak ¢ikarildi.

Anestezi i¢in si¢anlara veteriner hekim gozetimin-
de intramiiskiiler yolla ketamin hidrokloriir (50 mg/
kg; Ketalar, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve ksilazin
hidrokloriir (10 mg/kg; Rompun, Bayer Tiirk {la¢ Ltd.
Sti.) uygulandu.

Histopatolojik degerlendirme
Sakrifiye edilen sicanlardan alman doku &rnekleri,
doku tespiti icin bir hafta %10’luk formaldehit i¢inde
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Tablo 1. Skorlama igerikli yar: kantitatif degerlendirme sonuglar

Histopatolojik degisiklikler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Fibrozis 0,83+0,744 0,96+0,535 1,01+0,641 0,94+0,835
Siniizoidal dilatasyon 0,75+0,707" 2,13+0,641 2,5+0,535 2,63+0,518
Vaskiiler konjesyon 0,63+0,916" 1,88+0,835 1,63+0,816 1,75%0,135
Enflamasyon 0,38+0,518 0,53+0,724 0,63+0,512 0,50+0,535
Hemoraji 0,38+0,518 0,50+0,535 0,750,707 0,53+0,744
Mast hiicresi yogunlugu 0,88+0,641 0,740,521 0,83+0,744 0,73+0,644

* Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki ileri derecede anlamli farki ifade etmektedir (p<0,005).

# Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki ileri derecede anlaml farki ifade etmektedir (p<0,001).

bekletildi. Alkol, ksilen ve parafin serilerinden olusan
rutin doku takip islemleri tamamlandiktan sonra doku
ornekleri parafine gomildii. Parafin bloklardan Ther-
mo Shandon Finesse ME mikrotom cihazi (Thermo
Fisher Scientific, Cheshire, Birlesik Krallik) kullanila-
rak elde edilen 7 um kalinligindaki kesitler hematoksi-
len-eozin (HE), Masson trikrom (MT) ve toluidin ma-
visi (TM) ile boyandi. Degerlendirmelerde Carl Zeiss
Axiocam marka ERc5 model (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Almanya) dijital kamera atagmanli mik-
roskop cihazi kullanildi. Incelemeler Adiyaman Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabi-
lim Dal1 laboratuvarinda yapildi.

Histopatolojik skorlama

Abramov’un histolojik skorlama sistemi kullanilarak
yar1 kantitatif degerlendirme yapildi (15). Degerlen-
dirmede 0 (yok), 1 (az), 2 (orta) veya 3 (yogun) seklin-
de skorlama yapild1. Fibrozis, enflamasyon, hemaroji,
vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon ve mast hiic-
re yogunluguna dair bulgular incelendi. Her paramet-
re bagimsiz kor bir sekilde alaninda uzman histolog
tarafindan degerlendirildi.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS (v. 21.0) programi kullanila-
rak gergeklestirildi. Veriler frekans, ylizde, aritmetik
ortalama, standart sapma, giiven araliklar1 ve grafik-
ler ile ifade edildi. Verilerin normal dagilim gosterip
gostermedigi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleriyle incelendi. Normal dagilim gosteren veriler-
de tek yonlil varyans analizi yapildi, gruplar arasindaki
kargilagtirmalar Tukey testi ile gerceklestirildi. Normal
dagilim gostermeyen verilerde Kruskal-Wallis testi ve
gruplar arasindaki kargilagtirmalar i¢in Tamhane tes-

73 Anadolu Klinigi Tip Bilimleri Dergisi, Ocak 2022; Cilt 27, Sayi 1

ti kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

G*Power programi kullanilarak yapilan gii¢ analizi
[RMSEE (Root Mean Square Error of Estimation): 1,2;
glic: 0,80; tip I hata: 0,05] sonucunda histolojik para-
metreler icin tespit edilen minimum 6rnek sayis1 her
grup i¢in 8 olarak saptandi. Boylece ¢alismada 32 sican
kullanilmasi planland.

Calisma etigi

Caligma protokolit Adiyaman Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi
(2018/029).

I
BULGULAR

Histopatolojik bulgular
Kontrol grubuna ait H&E ile boyanmus kesitler ince-

lendiginde, karaciger lobiiliiniin ortasinda v. centralis,
v. centralis’ten perifere dogru uzanan hepatik kordon-
lar ve bu kordonlar arasinda yer alan siniizoitlerin
normal yapida oldugu gozlendi. Hepatositlerin ce-
kirdeklerinin merkezi yerlesimli, biiytik, yuvarlak ve
okromatik oldugu, bazi hepatositlerin iki ¢ekirdekli
oldugu tespit edildi. Hiicreler gogunlukla saglikli yapi-
dayd: (Gorsel 1a). Grup 2, 3 ve 4% ait H&E ile boyan-
mus kesitler Grup 1 (kontrol grubu) ile kiyaslandiginda
v. centralis ve siniizoitlerde artmis dilatasyon gozlendi.
Yer yer hepatik kordonlarin diizenlenisinde bozulma
oldugu tespit edildi. Saglikli goriiniimdeki hepatosit-
lerin yani sira sinirlar1 bozulmus hepatosit hiicreleri
s6z konusuydu (Gorsel 1b-d). Gruplarda hemaroji ve
enflamasyon bulgusuna rastlanmadi.

Kontrol grubuna ait MT ile boyanmus kesitler in-
celendiginde periportal alanda normal bag dokusu iz-
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lendi. Fibrozis gozlenmedi (Gorsel 2a). Grup 2, 3 ve 4e
ait MT ile boyanmus kesitler incelendiginde, periportal
alan bag doku yapilanmasinin kontrol grubununki ile
benzer oldugu gozlendi, fibrozis gozlenmedi, vaskiiler
konjesyon tespit edildi (Gorsel 2b-d).

TM ile boyanmus kesitler incelendiginde tiim grup-
larda damar ¢evresi bag dokuda yer alan mast hiicrele-
rinin yogunlugu normaldi (Gorsel 3).

Histopatolojik skorlamaya dair bulgular

Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda siniizoidal di-
latasyon (p<0,005) ve vaskiiler konjesyon (p<0,001) ba-
kimindan istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir
fark bulundu. Fakat gruplar arasinda fibrozis, enflamas-
yon, hemaroji ve mast hiicre yogunlugu bakimindan
anlaml bir fark tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 1).

I
TARTISMA VE SONUC
I/R hasar1 (IRH), iskemi zemininde olusan hipoksi

sonrasi reperfiizyon ile abartili oksijen restorasyonunu
takip eden hiicresel hasar durumudur (16), birbiriyle
baglantili lokal iskemik hasar ve enflamasyon aracili
reperfiizyon safhalarindan olusmaktadir (17). IRH fe-
nomeni kalp, akciger, karaciger, merkezi sinir sistemi
ve bobrek gibi bircok dokuda gozlemlenmistir (18).
IRH lokal doku hasarina neden olmakla birlikte bazi
vakalarda enflamatuvar yanit ile birlikte multiorgan
disfonksiyon sendromuna veya sistemik enflamatuvar
yanit sendromuna yol agabilmektedir (19,20).

Karaciger metabolik homeostaz, detoksifikasyon
ve bagisiklikta bircok islevi olan kilit bir organdir.
Birgok klinik patoloji ve yaralanma karacigerde hiicre
hasar1 ve fonksiyon bozuklugu ile sonu¢lanmaktadir
(21). I/R modeli ¢aligmalarinda, karaciger hasar1 olu-
sumunda enflamatuvar komponent 6ne ¢ikmakta ve
nétrofiller bu siirecte esas rolit oynamaktadir (22,23).
I/R aracili hepatik hasar gelisiminde hiicresel anaero-
bik metabolizma, oksidatif stres, nétrofiller, kemokin-
ler ve sitokinler rol oynamaktadir (24,25).

[loprost sentetik, karbosiklik bir prostasiklin ana-
logu olup siklikla periferik damar hastaliklari, pulmo-
ner hipertansiyon, iskemik kalp hastaliklari, Buerger
hastaligi, Raynaud hastalig1 ve kalp yetmezligi tedavi-
sinde yer alir (26). Vazodilatér, antioksidan, antienfla-
matuvar etkileri olan, hem trombosit agregasyonunu

-~ '.’,"" . ;’3"”/7.!' Gt
Gorsel 1. 1a-d, sirasiyla Grup 1, 2, 3 ve 4% ait histolojik goriintiiler

(cv: v. centralis; ok bast: sintizoidal dilatasyon). Kontrol grubu sag-
liklt doku yapilanmasy; Grup 2, 3 ve 4’te santral ven ve siniizoitlerde
dilatasyon varligi. (hematoksilen—eozin ile boyama, x40)

! o) «_».”\\ " R oK I
Gorsel 2. 2a-d, sirasiyla Grup 1, 2, 3 ve 4% ait histolojik goriintii-

ler (ok bas: vaskiiler konjesyon). Tiim gruplarda normal bag doku
yapilanmasi; Grup 2, 3 ve 4’te vaskiiler konjesyon varligr. (Masson
trikrom ile boyama, x10)

; ; N R e e
Gorsel 3. 3a—d, sirasiyla Grup 1, 2, 3 ve 4% ait histolojik goriintiiler
(ok bas1: mast hiicresi). Tiim gruplarda normal mast hiicre yogunlu-
gu. (toluidin mavisi ile boyama, x40)
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hem de l6kosit aktivasyonunu engelleyen iloprost, bir-
ok I/R modeli ¢aligmasinda kullanilmistir. Bu galis-
malarda kalp, akciger ve bobrek gibi bir¢ok doku {tize-
rinde koruyucu etkileri oldugu gozlenmistir (27-29).

Bizim ¢aligmamizda siniizoidal dilatasyon ve vas-
kiiler konjesyonun kontrol grubuna kiyasla Grup 2, 3
ve 4’te anlamli bigimde artmis oldugu tespit edilmis ve
bu artisin iskemiye sekonder oldugu diistintilmiistiir.
Grup 4’te diger gruplara kiyasla daha fazla siniizoidal
dilatasyon ve vaskiiler konjesyon goriilmesi ise ilop-
rostun arteriyel vazodilatasyon etkisi olarak degerlen-
dirilmistir.

Karagor ve ark’in iloprostun I/R hasarina kar-
st koruyucu etkilerine dair ¢alismasinda iskemi/
reperfiizyon-+iloprost grubunda GSH-MDA (Glutat-
yon) diizeyleri daha diigiik bulunmus ve histopatolojik
olarak hiicre hasarinin daha az oldugu tespit edilmistir
(30). Cevirme ve ark’in alprostadil ve iloprostun I/R
hasarina karg1 koruyucu etkilerine dair galismasinda
da iloprost grubunda daha distik MDA diizeyleri tes-
pit edilmis ve histopatolojik olarak daha az hiicre hasa-
r1 belirlenmistir (31). Yine bir diger ¢alismada ilopros-
tun /R hasarina kars1 karaciger iizerindeki koruyucu
etkileri incelenmis, iloprost grubunda MDA-AST (As-
partat aminotransferaz) ve ALT (Alanin aminotransfe-
raz) diizeylerinin daha diisiik ve hiicre hasarinin daha
az oldugu bildirilmistir (32). Bizim ¢alismamizda da
gruplar enflamasyon, fibrozis, hemoraji ve mast hiic-
resi yogunlugu agisindan kiyaslandiginda Grup 2, 3 ve
4’te kontrol grubuna kiyasla artis oldugu gozlenmis,
fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamus-
tir. Ancak histopatolojik skorlama puanlari kiyaslandi-
ginda Grup 2 ve 4’te benzer, Grup 3’te ise daha yiiksek
skorlar gortlmistiir. Bu da Grup 3’te reperfiizyon ile
artan karaciger doku hasarinin, Grup 4’te iloprostun
etkisiyle azaldigini ve iloprostun karaciger dokusu
tizerinde I/R hasarina kars1 koruyucu etkileri oldugu-
nu distindirmistir.

Son olarak ¢alismamizin limitasyonlarina deginil-
melidir. Gruplar arasinda histopatolojik farkliliklar
tespit edilmis olsa da bunlarin istatistiksel olarak an-
laml bulunmamasi ¢alismada kullanilan deney hayva-
n1 sayisinin az olmast ile iligkili olabilir. Sonug olarak,
iloprostun hem antioksidan hem antienflamatuvar
etki gostererek karaciger dokusu iizerinde I/R hasari-
na kars1 koruyucu etkileri oldugu kanisina varilmistir.
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