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1. OZET

Toksik dozlarda formaldehit (FA) dokularda oksidatif hasara sebep olur ve
enerji metabolizmasini bozar. Yag dokusundan sentezlenen asprosin (ASP) ve
subfatin (SUB) enerji metabolizmasimin diizenlenmesinde etkili adipokinlerdir.
Calismada FA’ya maruz birakilan siganlarin ASP ve SUB immiinreaktivitesi
lizerine antioksidan ve hepatoprotektif ozellikleri bilinen karvakroliin (CAR)
etkilerinin immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle belirlenmesi
amaglandi.

42 adet Wistar Albino cinsi erkek sicanlar, Grup I (Kontrol), Grup II
(CAR-20), Grup Il (CAR-40), Grup IV (FA), Grup V (FA+ CAR-20) ve Grup VI
(FA+CAR-40) olarak ayrildi. Formaldehit alan gruplara doz 10 ppm (8 saat/giin, 5
giin/hafta) olacak sekilde inhalasyon yoluyla, CAR alan gruplar ise 20 ve 40
mg/kg/48 saat iki farkli doz olacak sekilde i.p. yolla 4 hafta boyunca uygulandi.
Kan ve karaciger doku oOrneklerinde enzim baglantili immiinosorbent testi
(ELISA) ile ASP, SUB, total oksidan (TOS) ve total antioksidan (TAS)
seviyelerine bakilirken, immiinohistokimyasal yontemle ASP ve SUB
immiinreaktiviteleri, TUNEL metodu ile apoptotik hiicre miktar1 belirlendi.

Formaldehit maruziyeti karaciger dokusunda ciddi oksidatif hasarlara
neden oldu. TOS seviyesini yikseltirken, apoptotik hiicre sayisini artirdi.
Uygulanan 20 mg/kg CAR karaciger dokusunda apoptotik hiicre sayisini
azaltirken, TOS seviyelerini de diislirdii. Ancak 40 mg/kg dozundaki CAR kontrol
grubuna kiyasla apoptozisi artirdi. Formaldehit ile birlikte uygulanan 40 mg/kg
CAR, karaciger dokusunda TOS degerini FA grubuna gore azaltsa da, tek basina

uygulandiginda kan TOS degerini kontrol grubuna gore yiikseltti. Ayrica FA



maruziyeti karaciger dokusunda ve kanda ASP ve SUB immiinreaktivitelerini
azaltti. Ancak bu degerler CAR ilavesi ile tersine ¢evrildi.

Bu bilgiler 1s18inda, FA’nin enerji metabolizmasini bozdugu ve CAR’1in
uygun dozlarda FA’nin yikici etkilerini azalttigl, yliksek dozlarda ise zararh

olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, Karvakrol, Asprosin, Subfatin,

Karaciger



2. ABSTRACT

Examination of the Effects of Carvacrol on Asprosin and Subfatin

Immune Reactivity in Liver Tissue of rats Exposed to Formaldehyde

Toxic doses of formaldehyde (FA) in tissues cause oxidative damage and
impairs energy metabolism. Asprosin (ASP) and subfatin (SUB) synthesized from
adipose tissue are adipokines that are effective in the regulation of energy
metabolism. The purpose of this study was to determine the effects of carvacrol
(CAR), which is known as an antioxidant and hepatoprotective properties
immunohistochemically and biochemically in the ASP and SUB in rats exposed
to FA.

42 Wistar Albino male rats were divided into groups as Group | (Control),
Group Il (CAR-20), Group Il (CAR-40), Group IV (FA), Group V (FA+ CAR-
20) and Group VI (FA+CAR-40). The groups receiving FA were administered
with 10 ppm (8 hours/day, 5 days/week) by inhalation while the groups receiving
CAR were administered via i.p. (intraperitoneal injection) as two different doses
of 20 and 40 mg/kg/48 hours for 4 weeks. ASP, SUB, total oxidant (TOS), and
total antioxidant (TAS) levels in blood and liver tissue samples were measured by
using ELISA method while ASP and SUB immunoreactivities were determined
by using immunohistochemical method and the number of apoptotic cells was
determined by using TUNEL method.

Exposure of FA in the liver tissues resulted in severe oxidative damage. It

enhanced the number of apoptotic cells while causing in the increment of the TOS



level. The applied 20 mg/kg of CAR in liver tissue resulted in the decrement of
the number of apoptotic cells and TOS levels. However, CAR at a dose of 40
mg/kg resulted in the increment of apoptosis when compared with the control
group. Although 40 mg/kg CAR and FA applied together  resulted in the
decrement of TOS value in liver tissue when compared with the FA group while
when applied alone TOS value increased when compared with the control group.
Also, FA exposure causes a decrement of ASP and SUB immunoreactivities level
in liver tissue and in plasma. However, these values were reversed by addition
CAR.

In view of the present findings, it is suggested that FA disrupts energy
metabolism and CAR ameliorates the destructive effects of FA when used

appropriate doses, while it might be harmful at high doses.

Keywords: Formaldehyde, Carvacrol, Asprosin, Subfatin, Liver



3. GIRIS

Insanlarin ¢ogu giiniiniin biiyiik bir béliimiinii i¢ mekanlarda gecirir. Bu
sebeple i¢ mekanlarin hava kalitesi saglik i¢cin 6nem arz etmektedir. Kapali
alanlarda hava kirliligine neden olan en 6nemli ugucu organik bilesiklerden biri
formaldehittir (FA) (1). Boya ve plastik sanayi, yap1 izolasyon malzemeleri, hal,
mobilya, duvar kaplamalar1 gibi bir¢ok iiriin i¢ mekan FA kaynaklaridir. Ev
temizlik triinleri ve kozmetik triinleri de FA igermektedir (2). Ayrica sigara
dumani, egzoz dumani ve orman yanginlar1 da soludugumuz havaya formaldehit
yaymaktadir. Dolayisiyla insanlar giin igerisinde i¢ ve dis mekanlarda siirekli
FA’ya maruz kalmaktadir (2, 3).

Tip alaninda da FA kullanimi siklikla goriilmektedir. Kadavralar ve
organlar FA iceren soliisyonlarla tespit edilir. Anatomistler ve tip 6grencileri
kadavra egitimi sirasinda FA gazina siklikla maruz kalirlar. Ayrica histoloji ve
patoloji laboratuvarlarinda da tespit soliisyonu olarak kullanilir (4).

Formaldehitin solunum, sinir, tireme ve sindirim sistemleri gibi bir¢ok
sistem tizerinde yikici etkileri bulunmaktadir (5, 6). Maruz kalan kisilerde normal
popiilasyona gore kan, beyin, karaciger ve kolon kanserleri daha fazla
goriilmektedir (5).

Formaldehitin enerji metabolizmasi {izerine etkileri az sayida calisma ile
gosterilmistir. Formaldehite asir1 maruziyet serebral korteks ndronlarinda
sitokrom oksidaz aktivitesini azaltarak enerji metabolizmasini etkilemektedir (7).
Insiilin ile etkilesime girerek FA-insiilin kompleksleri olusturur. Bu durum insiilin

eksikligine ve sonucunda hiperglisemiye neden olur (8).



Formaldehitin enerji metabolizmasi1 i¢in 6nemli organlardan biri olan
karaciger tizerinde de toksik etkisi bulunur (9). Karaciger ve yag dokusunda
oksidatif hasar olusturdugu, ayrica karaciger yaglanmasina neden oldugu
bilinmektedir (10). Memelilerde glukoz ve lipid homeostazinda rol oynayan
baslica organlardan olan karaciger ve yag dokusundaki bu degisikliklerin, FA nin
enerji metabolizmasi lizerindeki olumsuz etkilerinin nedenlerinden biri oldugu
diistintilebilir. Bu durumda enerji kullanmak zorunda olan tiim canli hiicrelerin FA
toksisitesinden etkilenmesi  beklenir. Yag dokudan sentezlenip enerji
metabolizmasinda gorev aldigi bilinen subfatin (SUB) ve asprosin’in (ASP), FA
kaynakli enerji metabolizmasinda gelisen degisimlerden nasil etkilendigi
bilinmemektedir.

Bu calismada, antioksidan ve hepatoprotektif etki gosteren karvakroliin
(CAR) FA’nin karaciger dokusunda olusturdugu oksidatif hasara etkisi ve bu
metabolik olaylardan enerji metabolizmasinda gérev alan ASP ve SUB’un nasil

etkilendigi detayl bir sekilde incelendi.

3.1. Formaldehit

3.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Formaldehit tiim canlilarda goriilen normal bir metabolittir (11). Kapali
kimyasal formiilii CH20 olan FA, ilk olarak 1955’te Alexander Butlerov
tarafindan tanimlanmistir. {lk saf olmayan kimyasal sentezi ise 1867 yilinda
Alman kimyager August Wilhelm von Hofmann tarafindan gergeklestirilmistir.
(12). 1892 yilinda ise Alman kimyager Friedrich August Kekule’ von Stradonitz

saf FA formuna ulasmay1 basarmistir (13). Formaldehit 300-600 °C’de bir metal



oksit katalizor {izerinde, metanol’iin oksidasyonu sonucunda elde edilmektedir

(14) (Sekil 1).

, Ag
CH;OH — 5
720°C - >y

Sekil 1. Metanolden formaldehit eldesi

Aldehit ailesinin {iyesi olan FA keskin kokulu, yanici, renksiz irritan bir
gazdir. Su, eter, aseton ve etanolde iyi ¢oziinebilmektedir (12). Gaz halinin
havadaki miktar1 pars per million (ppm) olarak ifade edilir. Sivi miktarlar
mililitre (ml), dokuda ise nanogram (ng) birimiyle ifade edilmektedir. Polimerize
olmus kat1 haline paraformaldehit denilirken, %37°lik sulu ¢ozeltisine ise formol
veya formalin adi verilmektedir. Ayrica FA, methanal, methylene oxide,
oxymethylene, methylaldehyde ve oxomethane isimleriyle de bilinmektedir. Sulu
cozeltilerini stabilize etmek ic¢in %10-15 metanol eklenebilmektedir. Molekiil
agirhgr 30.03 g/mol, kaynama noktasi -21 °C, erime noktas1 -92 °C’dir. Cok

reaktif bir bilesik olup, oda sicakliginda hizla gaz halini almaktadir (12, 15-17).

3.1.2. Formaldehitin Kaynaklar1 ve Kullanim Alanlar:

Formaldehit gilinliik metabolizmanin bir pargasi olarak {iretilen ara
maddelerden biridir. Serin, metiyonin, kolin ve glisin’in metabolize olmasi
sirasinda iiretilmektedir. Uretilen bu FA, timidin, piirin ve bazi aminoasitlerin
sentezinde kullanilmakta ya da dehidrogenaz enzimi ile formik asite yikilmaktadir

(16, 17). Endojen FA birikimi, en ¢ok karaciger ve bobreklerde goriiliir. Bunun



yani sira kahverengi ve beyaz yag dokusu, kas, beyin, kornea ve retinada da
birikim gortilmistiir (18).

Eksojen formaldehite maruz kalmanin olasi yollar1 solunum, oral ve cilt
yolu ile emilimdir (19). Solunum ve oral yolla alinan FA kolayca emilirken cilt
yoluyla emilimi ¢ok az gergeklesmektedir (17). Cig meyveler ve ¢ig sebzelerde
ise degisen miktarlarda dogal bir bilesen olarak tespit edilmistir. Elma tiirlerinde
6,3 ila 22,3 mg/kg arasi, muzda 16,3 mg/kg, karmibaharda 26,9 mg/kg FA
varhigindan s6z edilir (20, 21). Ayrica et, siit, siit {iriinlerinde, balik ve kabuklu
deniz hayvanlariin yapisinda da c¢esitli miktarlarda bulunmaktadir. Baz1 peynir
tiirlerine, kurutulmug besinlere ve balik gibi bazi1 yiyeceklere koruyucu madde
olarak eklenebilmektedir (17). Hizlica formata metabolize edildiginden yiyecekler
yoluyla alinan FA miktarimni tahmin etmek zordur (17, 22).

Solunum yolu ile maruz kaliman FA’nin 6nemli bir kaynagi alt
atmosferdeki hava kirliligidir. Motorlu tasitlarin egzoz dumani bunun Snemli
sebeplerindendir. Sigara ve diger tiitiin Urtinleri de dnemli FA kaynagidir. Kapali
alanda igilen tek bir sigara ortamdaki FA miktarini yaklagik 0.21 ppm artirir. Her
bir paket ile ortalama 0.38 mg FA viicuda alinmaktadir. Gazli ocaklar ve agik
somineler solunan havadaki diger FA kaynaklaridir (17, 23, 24).

Antiseptikler, bulasik deterjanlari, hali yikama iirtinleri, ilaglar, kozmetik
triinler gibi giinliik hayatta temas ettigimiz pek ¢ok iiriin FA icermektedir.
Endiistrinin pek c¢ok alaninda kullanilan FA, plastik ve boya sanayi, yalitim
malzemeleri, zemin panelleri, suntalar, kumaslar, deri tirlinleri ve mobilya
imalatinda da kullanildigindan yasam alanlarimizda siklikla bulunmaktadir.

Avyakkabilar ve tekstil tirtinleri FA igermektedir (17, 25, 26).



Formaldehit saglik alaninda, Ozellikle de laboratuvarlarda siklikla
kullanilmaktadir. Tip, dis hekimligi, veteriner ve biyoloji alanlarinda g¢alisanlar
daha siklikla FA’ya maruz kalmaktadir. Anatomi laboratuvarlarinda kadavra
tahniti ve muhafazasinda, patoloji ve histoloji laboratuvarlarinda doku
fiksasyonunda, dis hekimliginde ise kaplama yapiminda kullanilmaktadir (15, 27,
28). Formaldehit asilarin hazirlanmas: (29), protein incelemelerinde izotop
etiketlenmesi ve capraz baglama maddesi olarak da siklikla kullanilan bir

kimyasaldir (30, 31).

3.1.3. Formaldehit Maruziyet Miktariin Olciilmesi ve Kabul
Edilebilir Sinirlar:

Formaldehit endojen olarak iiretilebilen bir metabolittir. Maruz kalinan
eksojen FA, viicuda alindiktan sonra hizla metabolize edilir. Bu sebeple alinan
eksojen FA miktar1 kan, idrar, gaita ve viicut sivilarinda tespit edilememektedir.
FA maruziyetini degerlendirmek i¢in g¢alisma ortaminda galisanin agiz-burun
seviyesine yakin olacak sekilde bir yaka karti veya cihaz takilmaktadir (17).
Belirli  bir siire sonunda difiizyon yolu ile birtken FA  miktar
degerlendirilebilmektedir. Giinde 8 saat caligma siiresince uzun siireli ve tekrar
edilen maruziyetlerde calisanin sagligim1 bozmayacak sinir 0.75 ppm kabul
edilirken, bir ¢aligma giinliniin herhangi bir aninda asilmamasi gereken sinir 2
ppm olarak belirlenmistir (32).

Formaldehit viicuda girdikten sonra eritrositlerde ve karacigerde bulunan
formaldehit dehidrogenaz enzimi ile formik asite yikilarak idrar ve gaita ile atilir.

Ayrica akcigerlerde karbondioksite okside edilerek solunum yolu ile viicuttan



atilir (17, 32, 33). Saglikli insan viicudunda karacigerin dakikada 22 mg
formaldehiti metabolize edebildigi hesaplanmistir (34). Bu miktarin asilmasi,

karaciger basta olmak iizere birgok organda toksisiteye neden olmaktadir.

3.1.4. Formaldehitin Zararh Etkileri

Formaldehit viicuda solunan havayla, oral ve dermal yolla alinabilir (3).
Maruziyet sekline ve miktarina gore etkileri degisiklik gostermektedir. Dermal
yolla FA maruziyeti sonucu oliim vakasi bildirilmemistir. Alerjik reaksiyon,
kiigiik deri iilserleri, epidermiste hiperplazi, kontakt dermatit gibi bulgular
gorilmistiir (17, 25).

Oral yolla FA maruziyeti genellikle intihar amaci veya kaza ile olmaktadir.
Bu sekilde alinan FA miktarinin net olarak tespit edilmesi miimkiin degildir. Oral
yolla FA maruziyeti sonucu mide agrisi, kusma, disfaji, orofarinks ve 6zofagusta
ilser, kanama, perforasyon goriilebilmektedir. Apne, bradipne, akut solunum
strest gibi solunum sistemine ait sikintilar yasanabilmektedir. Ayrica
hipotansiyon, aniiri, bobrek yetmezligi, ikter, hepatomegali, laterji, felg, biling
kayb1 yasayan vakalar bildirilmistir (17, 35).

Formaldehitin toksik etkileri doza ve maruziyet siiresine bagimli olsa da
0.24 ppm gibi disiik dozda dahi irritan etkileri goriilmistiir (36). Formaldehit
0.05-1 ppm aras1 kotii koku seklinde hissedilir. 0.05-2 ppm arast gozde irritasyon,
0.1-25 ppm aras1 burun ve bogazda irritasyon goriilebilmektedir. 5-20 ppm arasi
g6z, burun ve farinkste yanma, gozde yasarma, dispne, oOksiiriik gibi belirtiler
ortaya cikabilmektedir. 20 ppm {istiinde pulmoner 6dem ve pndémoni, 100 ppm

tistiinde ise 6liim gergeklesebilmektedir (24).
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Cesitli siddetlerde kas ve eklem agrisina neden olabilir. Kisa siireli
bellekte bozulma, hafiza kaybi, 6grenme kapasitesinde azalma, dikkat daginikligi,
duygudurum degisikligi gibi norolojik sistemle ilgili bozukluklar goriilmistiir (11,
17, 37, 38).

Formaldehitin  teratojenik etkileri de bulunmaktadir. Plesantay1
gecebilmekte, gebeliklerde spontan abortus, diisik dogum agirlikli bebek gibi
sorunlara sebep olabilmektedir. Ayrica erkeklerde sperm morfolojinde bozulma
ve sayisinda azalmaya sebep olmaktadir (39-41).

Formaldehit hiicrelere nonenzimatik sekilde baglanarak canli dokuda
nekroz, iltihabi reaksiyon, alerji ve sitotoksisite gibi tepkilere sebep olur. Olii
dokularda ise antimikrobiyal etkisi sebebiyle c¢lirlimeyi durdurur ve tespit
fonksiyonu gdsterir. Niikleik asitlere baglanmasi sonucu da toksik etkiye yol acar.
DNA ile reaksiyonu kalic1 denatiirasyonlara sebep olmaktadir (42-44).

Uluslaras1 kanser aragtirmalart ajanst (IARC) FA’y1 resmi olarak “kesin
insan kansorejeni” olarak siniflandirmistir (45). Burunda, nazofarinks ve
akcigerlerde kansere neden oldugu gosterilmistir (17, 46, 47). Formaldehite maruz
kalan kisilerde normal popiilasyona gore kan, beyin, karaciger ve kolon
kanserlerinden 6liim oranlarinin daha fazla oldugu saptanmistir (5).

Formaldehit insanlar ve hayvanlarda immun sistemin isleyisini
degistirerek, enfeksiy6z ajanlar1 ve neoplastik hiicreleri tanima kapasitesini
azaltmaktadir (48). Immiinsupresyona ve otoimmiin hastaliklara sebep
olabilmektedir (48, 49).

Formaldehite asir1 maruziyetin serebral korteks ndoronlarinda enerji

metabolizmasini etkiledigi gosterilmistir (7). Insiilin ile etkilesime girerek FA-
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insiilin kompleksleri olusturur. Bu durum insiilin eksikligine ve sonucunda
hiperglisemiye neden olur (8).

Formaldehit bobrek dokusundaki glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerini diislirerek antioksidan savunma
sistemine zarar vermekte, oksidatif hasara neden olmaktadir. Formaldehite maruz
kalan siganlarda oksidatif hasar tespitinde Onemli bir parametre olan
malondialdehit (MDA) seviyesinin de anlamli olarak arttigi bulunmustur (50).
Yapilan bagka caligmalarda da FA’nin akciger ve karaciger iizerinde olusturdugu

oksidatif hasara dikkat ¢ekilmistir (4, 51).

3.1.5. Formaldehit Maruziyetinin Karaciger Uzerine Etkileri

Formaldehit insan karacigerinde formaldehit dehidrogenaz araciligiyla
formik asite metabolize olmaktadir. Saglikli insanda dakikada 22 mg FA’yi
metabolize edebildigi hesaplanmistir (34). Bu miktardan fazla FA’ya maruz
kalmak enerji metabolizmasi i¢in 6nemli organlardan olan karaciger tizerinde
toksik etki olusturmaktadir (9). Bununla beraber karacigerde adipoz doku
birikimine neden olmaktadir (10).

Formaldehite maruz kalan fare embriyolarinin karacigerinde kromozom
kirilmalart ve poliploidler olustugu tespit edilmis, ayrica karaciger kanserinde
artig saptanmistir (41, 52).

Formaldehit uygulanan siganlarin karaciger dokusu 1sik mikroskobuyla
incelendiginde sinuzoidlerin genisledigi, portal alan ve v. centralis’ler etrafinda
mononiikleer hiicre infiltrasyonlarimin varligi gosterilmistir. Hepatositlerin bir

kisminin  sitoplazmasinda  vakuolizasyon  goriilirken,  bazilarinda  ise
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hiperkromatik ¢ekirdek varligr tespit edilmistir. Dokudaki suda c¢oziilmeyen
polisakkaritleri gosteren PAS boyasi ile portal alan etrafindaki hepatositler
boyandiginda, PAS (-) oldugu, dolayisiyla glikojenin olmadig1 belirtilmistir.
Formaldehit maruziyeti ile olusan stres sonucu karaciger dokusunda ilk glikojenin
yikildigt ve FA’nin karacigere direkt mekanizma ile hasar olusturdugu
gosterilmistir (53). Ayrica FA karaciger dokusunda lokal hiicresel nekroz ve

sentrilobiiler vakuolizasyona neden olmaktadir (54).

3.2. Karaciger

3.2.1. Karaciger Embriyolojisi

Hepatik divertikiil (karaciger tomurcugu) ovulasyondan 22-24 giin sonra
on bagirsagin kaudal parcasinda bir hiicre yogunlagmasi olarak goériilmeye baslar
ve septum transversum’a dogru uzanir. Hepatik diivertikiiliin kranial ve kaudal iki
bolimi vardir. Daha biiyiik olan kranial par¢asina primordium hepaticum (ilkel
karaciger) denilir. Buradaki epitel hiicre kordonlari mezensim igine dogru
uzanarak karaciger siniizoidlerini olusturmak {izere farklilasir. Endoderm
hiicreleri ise intrahepatik safra yollarinin epitelini olusturur. Hepatik divertikiiliin
kaudal pargasindan ise vesica biliaris ve canalis cysticus olusur. Basglangigta epitel
hiicreleri ile dolu olan safra yollari, zamanla hiicrelerin dejenere olmasi ile kanala

doniistir (55).
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Onbarsak

Sol v. cardinalis
communis

Barsak borusu

Akciger tomurcugu

Perikardiyal
bosluk

Plevraperitoneal Solom kanali

membran (Perikardioperitoneal
kanal)
Urrll(bilcilkal Septum transversum
or (Plevraperitoneal
membran)
Karaciger
Peritoneal tomurcugu
bosluk

Sekil 2. Embriyolojik gelisimin yaklasik 4. haftasi (soldan bakis) (56)

Hematopoez 6. haftada baslar, 20. haftalarda en yiiksek diizeye ulasir. 30.
hafta civarinda gittikge azalmaya baslar. 10. haftada karaciger karin boslugunun
biiylik kismini doldurur. Baslangicta sag ve sol lob ayni biiyiikliikte iken zamanla
sag lob daha da fazla geligir. Safra iiretimi 12. haftada baglamaktadir. 13. haftadan
sonra safra mekonyuma karisarak koyu yesil renk vermeye baslar (55, 57, 58).
Karaciger fonksiyonlarindaki gelisme dogumdan sonra da devam eder. Dogumdan

sonra 12. ayda karaciger fonksiyonlari erigkin seviyesine ulasir (55).
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3.2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger kahverenginde, gevrek yapida bir organdir. Kiint travmalarda
riiptiire olmaya meyillidir (59). Biiyiik bir kismi digta periton ile kaplidir.
Periton’un altinda tunica fibrosa (Glisson kapsiilii) adi1 verilen fibréz bag dokusu
ile sarihidir. Tunica fibrosa Ozellikle peritonsuz bolgelerde daha kalin ve
kuvvetlidir. Porta hepatis bolgesinde damarlarin etrafin1 da saran Glisson kapsiilii,
karaciger dokusunun igerisine dogru da ilerleyerek lob ve lobiillere ayirir.
Lobiiller karacigerin yapisal ve fonksiyonel en kiigiik birimleridir (60-62).

Klasik karaciger lobiilii, ortada santral ven, etrafinda 1sinsal tarzda dizilmis
hepatosit kordonlar1 ve periferde portal alanlarla smrlandirilmis yapilardir.
Altigen seklindedir. Portal alanlarda v. porta ve a. hepatica’nin dallar1 ve bir safra
kanali bulunur. Bu iglii yapiya portal triad denilir. Ayn1 zamanda portal alanda

lenf damarlari ve sinir yapilari da yer alir (60, 62).

V. centralis

Sinusoid

Canaliculi
biliferi

Ductus
biliferi

V. portae }
hepatis'in dal

peLy [exod

A. hepatica'nin )
dali

. @&4, 2021

Sekil 3. Karacigerin histolojik ¢izimi (Gartner histoloji atlasindan esinlenerek ¢izilmistir (63)
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Hepatositler  karaciger  parankim  hacminin  yaklagik  %80’ini
olusturmaktadir (59, 62). Santral venden perifere dogru isinsal tarzda dizilmis
hiicre kordonlaridir. Hepatositlerin birbirlerine bakan yiizlerinde canaliculi biliferi
denilen ince safra kanallar1 bulunur. Hepatosit kordonlarin aralarinda diizensiz
sekilli kapiller olan karaciger siniizoidleri bulunur. Siniizoidlere kan portal alanda
ilerleyen intralobiiler damarlardan gelir. Vena porta ve a. hepatica propria araciligi
ile gelen iki farkli kan siniizodlerde karisir. Sintizoidler pencereli kapiller
Ozelligine sahip olup hepatositler arasinda madde aligverisine izin verir (60, 62).
Ayrica duvarlarinda bulunan 6zellesmis monosit hiicreleri olan Kupffer hiicreleri
kan yoluyla gelen antijenleri, mikroorganizmalari, tiimor hiicrelerini, hasarlanmig

eritrositleri ve demiri fagosite eder (59, 60, 62).

3.2.3. Karaciger Anatomisi

Karaciger, karmm boslugunun sag {ist tarafinda regio hypochondriaca
dextra’nin tamamini ve regio epigastrica’nin biiyilk kismini dolduran regio
hypocondriaca sinistra’ya dogru da uzanan viicudun en biiyiik bezidir. Ust sinir1
diaphragma hizasinda iken alt sinir1 arcus costalis’tir. Karaciger transvers eksende
25-30 cm, sag tarafta sagittal eksende 15-16 cm ve vertikal eksende 8-12 cm
ebatindadir. 1200-1800 gr agirlig: ile eriskin viicut kiitlesinin yaklasik %2’sini
olusturur. Bu oran fetiis ve ¢ocuklarda %5-10"a kadar ¢ikmaktadir (59, 64).

Diaphragma ile komsuluk yapan facies diaphragmatica hepatis ve karin
organlari ile komsuluk yapan facies visceralis hepatis olmak iizere iki yiizli vardir.
Bu iki yiiziin arasinda arka ve altta olmak tizere iki de kenar1 vardir. Keskin olan

margo inferior hepatis iizerinde iki ¢entik bulunur. Incisura ligamenti teretis
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denilen birinci g¢entik orta hattin saginda bulunur ve fissura ligamenti teretis’in
baslangic yeridir. Ikinci ¢entik ise orta hattin 4-5 cm saginda, sag m. rectus
abdominis’in lateral kenarinin sag arcus costarum’u kestigi noktadir. Bu noktaya
Murphy noktasi adi verilmekte olup, safra kesesinin fundus’u bu noktada

bulunmaktadir (Sekil 4).

Lig. coronarium Area nuda Lig. triangulare

hepatis sinistrum
Lig. triangulare . /
dextrum\ - < : N

Lobus hepatis
Lobus hepatis sinister, Facies
dexter, Facies diaphragmatica

diaphragmatica
Lig. falciforme
hepatis

Lig. teres hepatis

Margo inferior
hepatis

Vesica biliaris

Sekil 4. Diafragmatik yiiziin 6nden goriiniisii (Prometheus anatomi atlasindan esinlenerek
¢izilmigtir) (56)

Facies diaphragmatica hepatis diaphragmanin altina uyacak sekilde
diizgiin yiizeyli ve konveks olup, baktigi yone gore pars superior faciei
diaphragmaticae hepatis, pars anterior faciei diaphragmaticae hepatis, pars
posterior faciei diaphragmaticae hepatis, pars dextra faciei diaphragmaticae

hepatis olarak dort boliime ayrilmaktadir (59). Facies diaphragmatica’nin biiyiik

17



boliimii peritonla kapli (pars libera) iken, pars posterior’un biiyiik boliimii ve pars
anterior’daki lig. falciforme hepatis’in iki yaprag: aras1 peritonsuzdur (area nuda;
pars affixa) (59).

Pars superior; diaphragma araciligi ile sagda pleura ve akcigerlerle, solda
pericardium ve kalp ile komsudur. Kalbin karaciger iizerinde biraktigr ize
impressio cardiaca hepatis denilmektedir. Biiyiikk boliimii periton ile ortiili iken
sadece arka kisminda kiiclik bir boliimiinde periton bulunmaz. Pars posterior’a
dogru da devam eden, lig. coronarium ile sinirlanan bu peritonsuz alana area nuda
hepatis ismi verilmektedir (59, 65).

Pars anterior; sag tarafta 6-10. kikirdak ve kemik kostalar ile sol tarafta ise
7-8. kikirdak kostalar ile komsuluk yapmaktadir. Ayrica orta hatta proc.
xiphoideus ile komsudur. Her iki arcus costalis arasinda kalan bélgede karin 6n
duvart ile komsuluk yapar. Lig falciforme hepatis’in bulundugu bolge harig
periton ile sarilidir (59).

Pars posterior; orta kismi vertebralar ile komsu olup vertebralarin
govdelerine uyacak sekilde konkavdir. Bunun hemen saginda v. cava inferior’un
izi sulcus venae cavae inferioris denilen oluk bulunmaktadir. Sulcus vena
cavae’nin tabaninda v. hepatica’larin v. cava inferior’a acgildigr delikler
bulunmaktadir. Biiyiik kismi1 peritonsuz olan pars posterior, peritonsuz bolgede
gevsek bag dokusu ile diaphragmaya tutunmaktadir. Area nuda hepatis adi verilen
bu peritonsuz alanin etrafi lig. coronarium ile ¢evrilidir. Area nuda’nin kii¢lik bir

boliimii pars superior’a dogru devam etmektedir (59, 65) (Sekil 5).
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V. hepatica sinistra
ve intermedia Sulcus V. hepatica
venae cavae
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Appendix fibrosa

hepatis \

Lig. coronarium
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Lobus caudatus
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Lobus hepatis dexter,
Lobus hepatis sinister, Facies visceralis

Facies visceralis

V. portae hepati Proc. caudatus

A. hepatica propria,
R. sinister

Lig. teres hepatis
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' dextrum
A. hepatica
propria
i
cysticus Lobus quadratus
Ductus
choledochus

A. hepatica

propria, R. dexter Vesica biliaris

Sekil 5. Diafragmatik yiizlin arkadan goriiniimii (Prometheus anatomi atlasindan

esinlenerek ¢izilmistir) (56)

Pars dextra; tamami peritonla kapli olan bu boliim diaphragma araciligr ile
sag taraf kostalarla komsuluk yapmaktadir. Yiizeyinde bu kostalarin izleri
impressiones costales goriiliir. Biyopsi isleminde bu bolge tercih edilir (59, 64).

Arkaya, agagiya ve sola bakan, karin i¢i organlar ile komsu yiiziine facies
visceralis hepatis denilmektedir. Bu yiize biitiin olarak bakildiginda H harfine
benzeyen olusumlar bulunmaktadir (Sekil 6). Sag taraftaki sagittal oluk sulcus
sagittalis dexter olarak isimlendirilir. Sulcus sagittalis dexter’in on yarisin1 fossa
vesica biliaris (felleae), arka yarisin1 ise sulcus venae cavae inferioris

olusturmaktadir. H harfini olusturan sol taraftaki sagittal yarik ise fissura sagittalis
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sinistra olarak isimlendirilir. Fissura sagittalis sinistra’nin 6n yarisini fissura
ligamenti teretis, arka yarisini ise fissura ligamenti venosi yapar. Bu iki sagittal

olugu ortada porta hepatis denilen aciklik birlestirir.

Vesica Ductus
choledochus Lobus

quadratus Lig. teres
hepatis

Impressio
colica

Ductus
cysticus

sic
biliaris

A. cystica

Ductus hepaticus

dexter A. hepatica

propria

A. hepatica propria,

R. dexter A. hepatica propria,

R. sinister
V. portae hepatis

Ductus hepaticus

Impressio renalis sinister

Lobus hepatis dexter,

Facies visceralis Lobus hepatis

sinister, Facies
visceralis

Impresso gastrica

Lig. coronarium

hepatis ———Appendix fibrosa

hepatis
V. cava caudatus

Proc. . .
inferior

caudatus
Area
nuda

Sekil 6. Visseral yiiziin alttan goriiniisii (Prometheus anatomi atlasindan esinlenerek
¢izilmigtir) (56)

Uzunlugu 5 cm, genisligi 1,5-2 cm kadar olan porta hepatis igerisinden v.
portae hepatis, a. hepatica propria’nin dallari, ductus hepaticus dexter ve sinister,
lenf damarlari, sinirler girer ve ¢ikar (59, 64, 65). Sulcus venae cavae, fossa
vesicae biliaris, fissura ligamenti teretis, fissura ligamenti venosi ve porta hepatis
yapilarinin bulundugu boélgeler disinda facies visceralis’in tamami periton ile

kaplhidir (65).
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Karacigerin lobus hepatis dexter ve sinister olarak isimlendirilen iki biiyiik
lobu, lobus quadratus ve lobus caudatus olarak isimlendirilen iki kiigciik lobu
vardir (59, 65). Lobus quadratus ve lobus caudatus anatomik olarak lobus hepatis
dexter’e aittir. Damarsal yapilar1 incelendiginde ise fonksiyonel olarak lobus
hepatis sinister’e ait oldugu goriilmektedir (61, 65). Lobus hepatis dexter
karacigerin yaklasik 5/6’sin1  olusturur. Facies diaphragmatica’nin pars
anteriorunda bulunan lig. falciforma hepatis ile lobus dexter ve lobus sinister
birbirinden ayrilir. Lobus hepatis dexter, visceral yiizde fissura ligamenti teretis ve
fissura ligamenti venosi ile sinirlanir. Sulcus sagittalis dexter ile fissura sagittalis
sinistra arasinda kalan ve anatomik olarak lobus hepatis dexter’e ait olan bu iki
kiiglik lobdan, lobus quadratus porta hepatis’in 6niinde, lobus caudatus ise porta
hepatis’in arkasinda yer almaktadir (59, 65, 66).

Karacigerin visseral Yyiiziinde komsu organlarin yaptigi izler bulunur.
Lobus hepatis dexter’in visseral yliziinde en dnde flexura coli dextra’nin oturdugu
impressio colica hepatis bulunur. Bunun arkasinda sag bdbregin oturdugu
impressio renalis hepatis ve sag bobrek iistii bezinin bir kisminin oturdugu
impressio suprarenalis hepatis bulunmaktadir. Ayrica impressio renalisin Sol
tarafinda pars descendens duodeni’nin oturdugu impressio duodenalis hepatis yer
alir. Lobus hepatis sinister’in visseral yiiziinde ise midenin oturdugu impressio
gastrica hepatis bulunur. Bunun solunda lobus caudatus’a yakin boliimiinde
omentum minusa dogru uzanan kabarintiya tuber omentale hepatis denilmektedir.
Lobus caudatus’un iizerinde sol tarafta proc. papillaris, sag tarafta proc. caudatus

denilen iki adet ¢ikint1 bulunur (59, 61, 65) (Sekil 6 ).
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Karaciger, kanlanma ve safra drenaji dikkate alinarak segmentlere
ayrilmistir. Couinaud segmentleri ad1 verilen bu 8 segment Sekil 7°de goriildigi
gibidir. Her segmentin kendine ait hepatik ve portal veni, arteriel beslenmesi,

safra drenaj kanali bulunmaktadir (61, 66).

Segmentum
Segmentum mediale posterius laterale Lobus caudatus Segmentun laterale
sinistrum (IV) sinistrum (II) (Segmentum T) dextrum (VII)

Segmentum posterius
mediale dextrum

Segmentum V. cava
’ posterius laterale | ‘ . y inferior

(VIID) .
siistrum S 0
- 1 egmentum
Segmentum +?emef?ml —— anterius laterale
posterius laterale y aniers ‘aterate dextrum (VI)
dextrum (VII) sinistrum (IIT) Segmentum \
anterius laterale i 'E Segmentum
Segmentum ' sinistrum (TII) YN ) ) Zntegzjsl 1z$§liale
anterius laterale | TN X
|
dextrum (VI) T Lig. teres l
Segmentum - Vesica biliaris
Segm entum mediale sinistrum hepatis Sleglmel_lt_um
anterius mediale av) medialis sinistrum
dextrum (V) (IV)

Sekil 7. Segmental sinirlarin karaciger tizerinde izdiistimii (56)

Karacigerden karin 6n duvarina ve diaphragmaya dogru uzanan 6 adet bag
bulunmaktadir. Lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig. hepatorenale, lig
triangulare dextrum ve lig. triangulare sinistrum peritonun olusturdugu baglar
iken, lig. teres hepatis fotal hayatta aktif olan v. umblicalis’in kapanmasiyla
olusan embriyolojik bir bagdir (59). Bazi kaynaklar karaciger ile mide ve
duodenum arasindaki omentum minus’u olusturan lig. hepatogastricum ve lig.
hepatoduodenale’yi de karacigerin baglar1 arasinda saymaktadir (61, 66).

Karaciger karin boslugundaki en biiyiikk organ olmasina ragmen, karin
boslugunun sag iist kisminda pozisyonunu korumaktadir. Bu sekilde konumunu
koruyabilmesi karin i¢cindeki negatif hava basinci, karin kaslariin tonusu, periton

plikalar, diger organlarin iizerine oturmasi, v. cava inferior ve v. hepatica’lar ile
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karin arka duvarina tutunmasi sayesindedir. Ayrica karaciger area nuda
bolgesinde gevsek bag dokusu ve lig. coronarium, lig. triangulare dextrum, lig.

triangulare sinistrum baglari araciligi ile de diaphragmaya tutunur (59, 64).

3.2.3.1. Karacigerin Damarlari

Karaciger a. hepatica propria araciligi ile gelen oksijenden zengin kan ile
beslenir. A. hepatica propria, truncus coecliacus’dan ayrilan a. hepatica
communis’in dalidir. Porta hepatis’ten gecen a. hepatica propria r. dexter ve r.
sinister olmak iizere iki dala ayrilir, sonrasinda interlobuler ve intersegmental
dallara ayrilarak tiim karacigere dagilir. A. hepatica’nin dallar1 karaciger dokusu
icerisinde dagilirken anastomoz yapmazlar (59, 65).

Karacigere ayrica besinden zengin v. porta hepatis gelmektedir. V.
mesenterica superior ve V. lienalis’in birlesmesiyle olusan v. porta hepatis
sindirim kanalindan (canalis analis’in son boliimii hari¢), pankreas, dalak ve safra
kesesinden gelen vendz kani tagimaktadir. Sinlizoidlerde v. porta hepatis ve a.
hepatica propria’dan gelen kanlar karigir ve v. centralis’e dokiiliirler. V.
centralis’e ulasan kanin %?20’si a. hepatica propria ve %80’1 v.porta hepatis
araciligi ile gelmektedir (59, 65, 66).

V. centralis’ler birleserek v. sublobularis’leri, v. sublobularis’ler de
birleserek v. hepatica’lar1 olustururlar. V. hepatica’lar karacigerin pars
posterior’undaki sulcus vena cava’dan ¢ikarak v. cava inferior’a dokiiliirler (59,

64).
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3.2.3.2. Karacigerin Lenf Drenaji

Karaciger’in lenf drenaj1 yiizeyel lenf drenaji ve derin lenf drenaji olarak
iki kisimda incelenir (59, 65).

Yiizeyel lenfler periton alt1 gevsek bag dokusu igerisinde bulunur.
Diyafragmatik yiizdeki lenf damarlarinin bir kismi for. vena cava’dan gegerek
vena cava inferior’'un terminal bolimiindeki lenf nodlarina, bir kismi hiatus
oesophageus’tan gegerek nodi lymphoidei pericardiaci laterales’e drene olur.
Diger kisimlari ise porta hepatis’teki nodi lymphoidei hepatici ve truncus
coeliacus’un etrafindaki nodi lymphoidei coeliaci’ye drene olur (59, 65).

Derin lenf damarlari birleserek inen ve ¢ikan iki ana lenf damari olusturur.
Cikan lenf damar1 v. cava inferior etradindaki lenf nodlarina, inen lenf damari ise

nodi lymphoidei hepatici’ye drene olur (59, 65).

3.2.3.3. Karacigerin Sinirleri

Karaciger’in parasempatik uyarist vagal truncus’larin rr. hepatici
dallarindan gelir. Sempatik uyarist ise nn. splanchnici’den gelir. Sempatik ve
parasempatik lifler plexus coeliacus adi verilen bir ag olusturur. Bu agdan ¢ikan
lifler damarlar tizerinde ilerleyerek karaciger dokusunda dagilir (59, 64).

Karaciger’in visseral duyusu 8-11. torakal segmentlere tasinir. Bu nedenle
karacigerden kaynaklanan agrilar 10. interkostal sinirin dermatom alaninda
hissedilir. Ayrica sag n. phrenicus’un u¢ dallar1 diaphragmay1 gecerek karaciger
tizerindeki peritondan somatik duyu alirlar. Bu sebeple karaciger ve safra kesesi
kaynakli n. phrenicus ile tasinan duyular, n supraclavicularis ile ayn1 segmentte

oldugundan, sag omuz bolgesinde agri1 olarak hissedilebilir (59, 61, 64).
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3.2.3.4. Karacigerin Fonksiyonlari

Karaciger safra salgilar ve bu salgi1 safra kanallar1 vasitasiyla duodenuma
iletir. Bu fonksiyonuyla karaciger ekzokrin bez 6zelligi gosterir. Giinliik safra
tretimi yaklasik olarak 700-1200 ml kadardir. Safra sivisinin igerisinde safra
tuzlari, kolesterol, lesitin, elektrolitler ve su bulunmaktadir. Safra ozellikle
yaglarin emiliminde biiyiik bir oneme sahiptir (64, 66).

Karaciger karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda 6nemli rol
oynar. Glukozu glikojene ¢evirerek depo eder. Ayrica yag, demir ve vitamin
depolanmasinda gorev alir. Albumin, protrombin, fibrinojen ve koagiilasyon
faktorlerinden bazilarini sentezler. Bu fonksiyonlariyla karaciger endokrin bez
ozelligi gosterir. Karaciger lizerinden elimine olan pek ¢ok ilacin atilmasi ve
hormonlarin  dolasimdan temizlenmesi gibi pek ¢ok metabolik olay
istlenmektedir (64, 66).

Karacigere a. hepatica propria ve v. porta hepatis vasitasi ile dakikada
yaklagik 1500 ml kan gelmektedir. Biiyiik bir kism1 sindirim organlarindan gelen
bu kanin igerisinde bulunan mikroorganizmalar veya yabanci partikiller,
karaciger sinuzoidlerinden gegerken, Kupffer hiicreleri vasitasiyla fagosite
edilerek dolasimdan uzaklastirilir (66).

Karacigerde metabolize olan ilaglar ve toksik maddeler, karacigerin
metabolize etme hizindan daha fazla miktarda viicuda alinirsa hepatotoksisite
olusur. Kupffer hiicrelerinin hepatotoksisite sirasinda reaktif oksijen kaynagi
oldugu, inaktive edilmesi sonucu oksidatif hasarin azaldigi goriilmiistiir. Benzer

sekilde karacigerde iskemi sonrasi reperfiizyonda, Kupffer hiicrelerinde ortaya
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cikan reaktif oksijen tilirleri (ROS) oksidatif stres olusturarak hasari artirmaktadir
(67, 68).

Karacigerde yapisal veya fonksiyonel anormallikler ile sonuglanan pek ¢ok
bozukluk ROS’un artmasiyla karakterizedir ve genellikle patogenezi oksidatif
stresle  agiklanabilmektedir (69). Alkolik karaciger hastaligi, karaciger
fibroproliferatif hastaliklari, non-alkolik karaciger yaglanmasi gibi karaciger
hastaliklarinda ve toksik madde maruziyeti sonucu gelisen hepatotoksisitede bazi

antioksidan maddelerin etkinlikleri gosterilmistir (69-72).

3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri, Antioksidanlar ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri, hem fizyolojik hem patolojik kosullar altinda
tiretilen, gogunu serbest radikallerin olusturdugu, kimyasal reaktivitesi ¢ok yiiksek
olan oksijen formlaridir (73). Yiiksek reaktivitesinden dolay1 protein, lipid, DNA
ve niikleotid koenzimler gibi birgok yapiya zarar verebilmektedir (74, 75).

Viicutta farkli hiicrelerde farkli serbest radikallere karst bir takim savunma
sistemleri bulunmaktadir. Bu sekilde ROS kontrol altinda tutulabilmektedir (74).
Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari onleyen, serbest radikalleri
yakalayan ve stabilize eden maddelere antioksidan maddeler denilmektedir (75,
76).

Normal metabolizma igerisinde olusan ve stabilize edilen bu ROS
oksidatif denge igerisindedir. Ancak serbest radikal olusma hiz1 yiikselir ya da
antioksidan aktivite azalirsa, hiicre igerisindeki serbest radikal miktarinda artis
olur. Serbest radikallerin artis1 ve sebep oldugu olumsuz etkiye oksidatif stres

denilmektedir (77).
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Formaldehit viicutta antioksidan savunma sistemine zarar vermekte ve
oksidatif stres olusturmaktadir (50). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda FA’nin prefrontal
kortekste, hipokampusta, akciger ve karaciger dokusunda oksidatif hasar

olusturdugu ve bazi antioksidanlarin bu oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir (2,

51, 53, 78).

3.3.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar1 endojen ve eksojen olarak iki gruba ayirmak miimkiindiir.
Endojen antioksidanlar ise enzimatik ve nonenzimatik olarak siniflandirilir (79).

Enzimatik yapidaki antioksidanlara ornek olarak siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz
(GR) verilebilir. Enzim yapisinda olmayanlara ise glutatyon (GSH), melatonin,
tirik asit, albiimin, bilurubin, selenyum 6rnek olarak sayilabilir (79).

Eksojen antioksidanlar disaridan alinan antioksidanlar olup a-Tokoferal
(Vitanim E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit
(Vitamin B9Y), kahve, c¢inko, karnozin ve terpen bilesikleri gibi yiyeceklerin
yapisinda bulunan maddelerdir (79, 80).

Bu calismada antioksidan 6zelligi olan monopenten yapidaki karvakroliin

(CAR) FA’nin olusturdugu oksidatif hasar tizerindeki etkisi arastirildi.

3.3.1.1. Karvakrol
Karvakrol (CAR), labiatae ailesinde origanum (kekik) cinsinden elde
edilen aromatik yapida bir monoterpenik fenoldiir (81, 82). Karvakrol Origanum

vulgare (kekik otu), Tymus vulgaris (bahge kekigi), Satureja (Kaya kekigi),
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Thymbra (zahter) ve Coridothymus (ac1 kekik) cinsleri de dahil olmak tizere
Labiatae (Lamiaceae) ailesinin pek ¢ok tiyesinde ve Lepidium flavum, yabani
bergamot gibi pek ¢ok aromatik bitki tiirinde de bulunmaktadir (82-84).

Karvakroliin molekiiler yapisi sekil 8’de gosterilmistir (85, 86).

CH,

OH

H,C CH,

Sekil 8. Karvakroliin molekiiler yapisi

2-metil-5-(1-metiletil) fenol adiyla bilinen CAR’m kapali formiilii
C10H140 seklindedir. Molekiil agirligi 150.22 g/mol, yogunlugu 0.976 g/cm?,
erime sicakligi 0 °C ve kaynama sicakligi 236-237 °C’dir (87).

Yapilan bir ¢alismada, CAR’in ROS’dan olan hidrojen peroksite karsi
konsantrasyona bagli koruyucu etkisi gosterilmistir (88). Etanolle beslenen
farelerin hipokampuslerindeki oksidatif stresi engellemesi (89) gibi CAR’in
antioksidan 6zelligini gosteren ¢ok sayida baska calismalar mevcuttur (85, 88, 90,
91).

Karvakrol, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA: Food and Drug
Administration) tarafindan genel olarak giivenli (GRAS: Generally Regarded as

Safe) katagorisine dahil edilmistir (87, 92). Kiimes hayvanlarinin et kalitesini
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iyilestirmek i¢in kullanilan dogal takviyelerden biridir (93). Yemlere Kkatki
maddesi olarak eklenmesi ile aflatoksin liremesini azalttigi gosterilmistir (87).
Antifungal (94-96) ve insektisidal (97) aktivite gosterir.

Gilling ve ark. (98), yaptiklar1 bir ¢alisma CAR’in murine norovirusii
inaktive etmede etkili oldugunu go6stermislerdir. Dogrudan viral kapsid ve
RNA’ya etki ederek antimikrobiyal aktivite gdstermektedir. Gidalarda kullanimi1
giivenli oldugundan diger antimikrobiyallerin kullanilamayacag1 gidalarda veya
gida ile temas eden bolgelerde giivenle kullanilabilmektedir (98). Hos kokusu
sebebiyle kozmetik formiilasyonlarda koku bileseni olarak da kullanilan CAR
ayni zamanda dezenfektan ve fungisit olarak da kullanilabilmektedir (99).
Karvakrol dis hekimligi pratiginde odontalji, hassas dentin, alveolar abse
tedavisinde ve dis pulpast kanallarinin enfeksiyonunda antiseptik olarak
kullanilmustir (100).

Karvakroliin akciger (101), meme (102) ve kolon kanseri (103) hiicre
dizileri lizerinde anti-proliferatif bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Losemide
CAR uygulanmasmin mitokondrideki kaspaz-3 ile akut promiyelositik 16semi
hiicrelerinde ve T lenfosit hiicrelerinde apoptoza sebep olarak antikanserojen
etkide bulundugu belirlenmistir (104). Ayrica CAR’in oral skuamdoz hiicreli
karsinomda hiicre proliferasyonunu, hiicre gogiinii ve istilasini inhibe ettigi,
kanser hiicrelerinin yapisma yetenegini bozdugu ve apoptozu indiikledigi rapor
edilmistir (105).

Karvakrol vaskiiler dokuyu da etkilemektedir. Izole sican aortunda
endotelden bagimsiz bir gevseme tetikler. Vaskiiler doku 6ncesinde kontraktil

ajanlarla uyarildiginda uygulanan CAR’1n baskin bir vazodilator etki gosterdigi
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belirtilmistir (106, 107). Karvakrol trombositlerde tromboksan A2 iiretiminin
azalmasina ve sonucunda hafif antiplatelet etkiye sebep olur (108).

Uyanoglu ve ark. (109) yaptiklar1 ¢alismada, parsiyel hepatektomi
uygulanan sicanlarda CAR’m hepatik rejenerasyonu artirdigini gézlemislerdir.
Canbek ve ark. (110) iskemi / reperfiizyon uygulamasindan 60 dk Once verilen
CAR’m karacigerde koruyucu etki yaptigini ve uygulanan dozun hepatotoksik
olmadigimi bildirmislerdir.

Cesitli agr testlerinde elde edilen sonuclar CAR’1n nosisepsiyon iizerine
onemli inhibitdr etki olusturdugunu gostermektedir. Etki mekanizmasini
anlasilmasi adina verilen nalokson ve L-arginin sayesinde etkisinin opioid sistem
veya nitrik oksit yolagindan olmadigi, farkli bir yol ile antinosiseptif etki
olusturdugu o6ne stirtilmistiir (111-113).

Karvakrol’lin gegici reseptor potansiyeli (Transient Receptor Potential;
TRP) kanallarin1 diizenledigi gosterilmistir (114). Dil, deri ve burunda yiiksek
oranda bulunan sicaga duyarli TRPV3 kanalin1 aktive ederken (100), 1s18a duyarli
TRPL ve oksidatif strese duyarli TRPM7’yi inhibe ettigi (114) gosterilmistir.
TRPM7’nin oksijensiz kalan noronlarin 6liim mekanizmasinda aract oldugu da
belirlenmistir (115). Parnas ve ark. (114) yaptiklari ¢calisma ile TRPM7’nin CAR
ile inhibisyonunun iskemik beyin hasarina karsi hiicre 6liimiinii azaltarak noral
dokular1 korudugunu tespit ettiler. Ayrica TRPM7 inhibisyonunun insiilin
salgilanmasini tesvik ettigi, yiiksek glukoz ile indiiklenen néron apoptozuna karsi
koruma sagladigi rapor edilmistir (116). Bu anlamda CAR ile gergeklesen
TRPM7 inhibisyonunun da benzer sekilde insiilin salgilanmasina ve ndron

apoptozuna kars1 koruma sagladig diisiiniilebilir.

30



Diyabetik farelerle gergeklestirilen ¢calismada CAR’1n rastgele kan sekeri
Olclim seviyelerini diisiirdiigli gosterilmistir. Hiperglisemik yanitlardan olan
aortanin hiper kasilmasini1 da inhibe ettigi belirtilmistir. CAR’mn bu vazodilator
etkisinin PI3K / AKT sinyal yolu iizerinden ger¢eklestigi diistiniilmiistiir (117).

PI3K / AKT sinyalinin, insiilin aracili glukoz tasiyan GLUT4’iin hiicre
zarina katilimini tesvik ettigi bilinmektedir (118). Karvakrol PI3K / AKT sinyal
yolu ile plazma membraninda GLUT4 translokasyonunu arttirmaktadir (119). Hou
ve ark. (119), diyabetik farelerde kardiyak yeniden sekillenme ve sol ventrikiil
islev bozuklugunu inceledikleri ¢alismalarinda, CAR’1n anlamli olarak kardiyak
yeniden sekillenmeye karsi korudugu ve GLUT4 translokasyonu sonucu glukoz
aliminin artmast ile sol ventrikiil fonksiyonunu iyilestirdigini rapor etmislerdir.

Diger besin igerikleri ayn1 olmak kosuluyla, yiiksek yaglh diyete eklenen
CAR’m farelerin viicut agirligi artisin1 ve i¢ organlardaki toplam yag yastigi
agirligini 6nemli dlgiide azalttigr tespit edilmistir. Diyetteki CAR’1n toll benzeri
reseptor 2’yi (TLR2) inhibe edip visseral yag dokularindaki proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini zayiflatarak adipogenez ve termojenez modiilasyonu ile
viicut agirligini azalttigi diistiniilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglar fibroblast
biiyiime faktorii 1 ve galanin aracili sinyali deprese ederek visseral adipogenezi
engelledigini gostermektedir (120). Insan ve fare hiicre hatlari iizerinde yapilan
calisgmada CAR’in adipojenik farklilasmay1 azalttigi gosterilmistir. Bu etkisini
hem adiposit olgunlagsmasi i¢in gerekli olan otofajiyi azaltarak, hem de
karbonhidrat yanit eleman1 baglama proteini (ChREBP) ekspresyonunun azaltarak

yaptigi bildirilmistir (121).
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3.4. Adipoz Doku ve Adipokinler

Adipoz dokunun temel bileseni adipositlerdir. Bunun yaninda adipoz doku
endotel hiicreleri, kan hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, preadipositler gibi
cesitli hiicre tipleri igerirler. Preadipositlerin olgun adipositlere doniisiim siireci
adipogenez olarak tanimlanir (122).

Onceleri sadece serbest yag asidi kaynagi veya trigliseridler igin pasif bir
depo gorevi gordiigii diistiniilen adipoz dokunun giliniimiizde artik pek cok islevi
oldugu bilinmektedir. Preadipositler olgun adipositleri olusturmak {izere
farklilastikca cok cesitli enzimler, adipokinler, biiyiime faktorii ve hormonlar
sentezleme yetenegi de kazanir (123, 124).

Yag dokusundan salgilanan 600’den fazla bilinen adipokin vardir. Bunlar
beslenme, istah, enerji dengesi, insiilin ve glukoz metabolizmasi, lipid
metabolizmasi, inflamasyon gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol almaktadir (125,
126).

Adipokinlere ilgi her gecen giin artmakta ve hala yeni adipokinler
kesfedilmektedir. Bu calismada yakin zamanda tanimlanan adipokinlerden olan

Asprosin (ASP) ve Subfatin (Metrnl protein-SUB) incelendi. (127, 128).

3.4.1. Asprosin

Asprosin  (ASP) ilk olarak Romere ve arkadaslart (127) tarafindan
yenidogan progeroid sendromlu bireyler lizerinde yapilan arastirmalar sonucu
tespit edilen bir hormondur. 140 aminoasitli bir protein olan ASP, fibrillin 1
(FBN1) geni tarafindan kodlanan profibrilininin ¢ terminal boliinme {irtiniidiir.

FBN1, mRNA profiline bakildig1 zaman en yiiksek beyaz yag dokusunda tespit
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edilmistir. Beyaz yag dokusu ASP kaynagi gibi goriildiigiinden isimlendirmede
yunanca beyaz anlaminda ‘aspros’ kelimesinden tiiretilen asprosin kullanilmistir
(127). Asprosinin ana kaynagi adipoz doku olmasiyla birlikte kalp, akciger,
bobrek, tiikiiriik bezi, pankreas B hiicresi gibi baska dokularin da plazma ASP
miktarini etkiledigi diisiinilmektedir (127, 129, 130).

Asprosinin genetik eksikligi (FBNI1 geni) insanlarda istah azalmasi,
lipodistrofi ve plazma insiilin seviyesinde diisiis ile sonu¢lanirken, obez kisilerde
ise kan ASP seviyesi normalden yiiksek bulunmustur. Yiiksek ASP seviyesi
monoklonal antikor yardimiyla normal seviyelere diisiiriiliirse istah azalmasi ve
kilo kayb1 yasanmaktadir (131). Rekombinant ASP enjeksiyonu ile kan sekerinde
artisa ve hiperinsiilinemiye sebep olmaktadir. Insiilin direncinde plazma ASP
degeri artmig olarak tespit edilmektedir (132). Monoklonal antikor yardimiyla
ASP seviyesinin digiirlilmesi insiilin duyarliligin1 artirmakta, metabolik
sendromda goriilen hiperinsiilizme karst korumaktadir (132, 133) (Sekil 9).
Ayrica ASP diger birgok adipokinin aksine cinsiyetler arasi anlamli bir farklilik
gostermemektedir (124).

Asprosin, aglik kaynakli bir hormondur. Agclikta dolagimdaki ASP
seviyeleri artarken, gida alimi ile birlikte hizla diiserek, beslenme ile uyumlu bir
sirkadiyen ritim gosterir (127). Asprosin glukoz metabolizmasi, insiilin direnci ve
hiicre apoptozuna etki ederek merkezi sinir sistemi, periferik doku ve organlarda
cesitli etkiler gostermektedir (134). Bu etkileri sayesinde enerji aliminda
dogrudan, enerji tiikketiminde ise dolayli olarak rol oynamakta ve viicudun enerji

regiilasyonunda onem arz etmektedir (135) (Sekil 10).
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Asprosin: profibrillin C-terminal polipeptidi
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Sekil 9. Asprosinin etki mekanizmasi (127)
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Sekil 10. Asprosinin merkezi ve periferal etkileri (134)
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Iyot-125 ile isaretlenmis ASP proteinleri intravendz enjekte edilip
viicuttaki dagilimmin incelendigi bir c¢alismada, isaretli ASP’nin en fazla
karaciger dokusunda birikim yaptig1 tespit edilmistir. Asprosin seviyesindeki artig
karacigerde G protein-CAMP-PKA yolunu aktive ederek hepatik glukoz salinimini
saglamaktadir. Bu islevi gerceklestirirken glukagon, katekolaminler ve
glukakortikoidler gibi glukoz salimimini kontrol eden katabolik hormonlarin
plazmadaki seviyelerini degistirmemektedir (127). Bu durum ASP’nin hepatik
glukoz salimmmina bir yiizey reseptorii vasitasiyla  gerceklestirdigini
diisiindiirmektedir. Bir caligmada koku alma reseptorii OLFR734'in, karacigerden
hepatik glukoz salinmasinda ASP reseptorii olarak gorev aldigi belirtilmis
olmasina ragmen, baska reseptorlerin de etkili olup olmadigi net olarak
belirlenememistir (127, 136). Asprosinin hepatik glukoz salinimini sagladig
ancak ¢evre dokularin hiicre igine glukoz alim mekanizmasina etki etmedigi
gosterilmistir. A¢lik durumunda karacigerdeki glukozun kana salinmasi beyin
fonksiyonlarmin sorunsuz devam etmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu sebeple
plazma glukozunun hassas sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Plazma glukoz
diizeyindeki artis ASP iiretimini negatif geri bildirim yoluyla inhibe etmektedir
(127).

Asprosin kan-beyin bariyerini de gecebilmektedir. Enerji metabolizmasi-
nin diizenlenmesinde etkili hipotalamustaki oreksijenik agouti gen iliskili protein
noronlarint  cAMP  bagimli  mekanizma ile uyararak  anoreksijenik
gamaaminobiitirik  asit (GABA) bagimli pro-opiomelanokortin  (POMC)
noronlarin1 inhine eder. Bu sayede istah1 artirir, uzun vadede yag depolanmasini

saglar (131).
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Asprosinin - mezenkimal kok hiicreleri oksidatif stres kaynakl
apoptozisten korudugu gosterilmistir. Asprosin ile on muamele yapilmis
mezenkimal kok hiicrelerin miyokard enfarktiisii iizerindeki iyilestirici etkisinin
artmis oldugu tespit edilmistir (137).

Asprosinin iskelet kas1 hiicrelerinin yiizeyine yiiksek afinite ile baglandigi
gosterilmistir. Bu miyosit yiizeyinde ASP i¢in bir reseptdor bulundugunu
disiindiirmekle beraber net bir bilgiye ulasilamamistir. Asprosin miyosit
yiizeyindeki reseptor ile protein kinaz C delta (PKC3) / SERCA2 aracili
endoplazmik retikulum stres/ inflamasyon yolaklarini aktive ederek iskelet
kasinda insiilin direncini artirir. Asprosin tedavisinin miyositlerdeki ROS’un
etkilememesi, oksidatif stresten bagimsiz olarak insiilin direncine neden oldugunu
gostermektedir. Bundan dolayr ASP’nin baskilanmasinin tip 2 diyabetis mellitus
patofizyolojisinin yonetilmesinde etkili bir yontem olabilecegi diistiniilmektedir
(130, 133).

Hiperlipidemik kosullar altinda pankreas [ hiicresinde ve adipositlerde
ASP dretiminde artis gozlenmektedir. Rekombinant ASP’nin toll benzeri
reseptor’e (TLR4) baglandig1 ve TLR4 / JINK aracili sinyal yolu ile inflamasyonu
artirdigr bulunmustur. Bu sekilde pankreas B hiicresinde islev bozukluguna ve
apoptoza neden oldugu goriilmiistiir (130, 133).

Serum ASP diizeyi, tip 2 diabetes mellitus (T2DM)’Iu hastalarda normal
popiilasyona gore daha yiiksek tespit edilmistir. Ek olarak bel cevresi, aclik
plazma glukozu, hemoglobin Alc (HbAlc), trigliserit ve insiilin rezistans testi ile
de anlaml pozitif iliski gosterilmistir (124, 132). Farkli bir ¢alismada metabolik

sendromu olan T2DM hastalarinin asprosin diizeyleri metabolik sendromu
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olmayan T2DM hastalarindan yiiksek bulunmustur (138). Romere ve
arkadaglarinin (127) ¢alismasina gore rekombinant ASP enjeksiyonu hiperglisemi
ve hiperinsiilinemiye sebep olurken, ASP’ye 6zgii bir antikor ile nétralizasyonu
insiilin duyarhiliginda artisi, plazma glukozu ve insiilin seviyesinde azalmayi
saglamaktadir. Serum ASP’nin bir biyobelirte¢ olarak diyabet erken tanisinda
kullanilabilecegi ve tedavi protokoliinde yer alabilecegi diistiniilmektedir (134,
139).

Obez kisilerde serum ASP seviyeleri normal bireylere gore daha yiiksek
Ol¢iilmiistiir. Asprosine Ozgii bir antikor kullanilarak serum ASP diizeyleri
diistiriildiigiinde, kilo kayb1 ve istah azalmasi gézlemlenmistir (131, 140, 141).

Polikistik over sendromu olan kadinlarda yapilan bir ¢alismada, yiiksek
kan ASP seviyeleri tespit edilmistir. Asprosin seviyelerinin insiilin direnci ve

beden kitle indeksi ile pozitif korelasyon gosterdigi de gosterilmistir (142, 143).

3.4.2. Subfatin (Metrnl)

Metrn geni ile kodlanan yeni bir norotrofik faktér olan Meteorin isimli
protein ilk olarak Nishino ve arkadaslari tarafindan 2004 yilinda tanimlanmustir.
Diger organlarda da az miktarda bulunmasina karsin, esas olarak beyin
dokularindan salgilanan, glial hiicrelerin meteora benzer uzun kuyruklu hiicrelere
farklilasmasinda rol oynayan proteine bu fonksiyonundan dolayr meteorin adi
verilmistir (144). Sonrasinda yap1 olarak meteorine benzer ancak islevi
tanimlanmamis bir protein, kamuya agik veri tabanlarinda meteorin benzeri
(Metrnl) ismiyle taranmaya baglamistir. Meteorinden farkli olarak baslica

salgilama yeri beyin dokusu degildir. En fazla deri alti yag dokusunda tespit
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edilen Metrnl ayrica viicuttaki diger bolgelerdeki yag dokulari, karaciger, kalp,
kas ve meteorine gore daha az miktarda olmak {izere beyin dokusunda da varligi
gosterilmistir (128). Noral gelisime, beyaz yag dokusunun esmerlesmesine ve
insiilin duyarliligina etkileri vardir. (128, 145). Salgilanmasi ve islevleri daha
ayrintili  kesfedildikten sonra Metrnl denilen bu proteine bazi ¢alismalarda
cometin, subfatin (SUB) ve interleukin 39 (IL-39) gibi isimlendirmeler yapilmistir
(128, 146, 147).

Subfatin, beyaz yag dokusunda kahverengi yag dokusuna gore daha
yiiksek oranda tespit edilmistir. Kahverengi yag dokusu daha fazla enerji
yakarken, beyaz yag dokusu daha ¢ok enerji biriktirme gorevi istlenir (128).
Egzersiz ve soguga maruz kalma sonrasinda dolasimdaki seviyesi artig gosteren
SUB, eozinofil bagiml interldkin-4 ve makrofaj aktivasyonu yolu ile beyaz yag

dokusunun esmerlesmesini ve tlim viicutta enerji tiikketiminin artmasini saglar

(148) (Sekil 11 ve 12-B).
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Sekil 11. Beyaz yag dokusunun esmerlesmesi (148)

38



Subfatin peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér gama (PPARY)
yolu araciligiyla yag dokusu inflamasyonunu azaltir, adiposit farklilasmasini ve
lipid metabolizmasin1 artirir (145, 146) (Sekil 12-A). Bu etkileriyle obez ve
diyabetik farelerde insiilin direncini antagonize eder (145, 148). Subfatinin
eksikligi insiilin direncini artirirken, asir1 salgilanmasi yiiksek yagli diyet veya
leptin delesyonu ile indiiklenen insiilin direncini onlemektedir (145). Ayrica
kronik yiliksek yagli diyet alinmasi SUB seviyesinde diisiise neden olurken,
diizenli yapilan egzersiz plazma SUB seviyesini anlamli sekilde artirmakta, tiim

dokularda metabolizmayi artirarak obezite riskini azaltmaktadir (149).
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Sekil 12. Beyaz adipoz doku ve norositlerde subfatinin bilinen iglevleri (146)
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Tip 2 diyabet hastalarinda SUB seviyeleri tutarsizlik gostermektedir. Bazi
calismalar (150-152) tip 2 diyabetli hastalarda serum SUB miktarinin azaldigim
sOylerken, bazilar1 ise tip 2 diyabetli hastalardaki SUB miktarinin kontrol
hastalarina gore arttigini belirtmislerdir (153-155).

Polikistik over sendromlu hastalarda SUB seviyelerinin azaldigi
bulunmustur. Ayrica hastalarda FSH degerleri yiikseldikge SUB seviyesinin
diistiigti rapor edilmistir (156).

Subfatin interlokin 4 (IL-4) salgilanmasini artirarak anti-inflamatuar
sitokinleri artirir (148). Serum SUB’un yag dokusundaki kronik yiiksek yaglh
diyete bagli inflamasyonu inhibe ettigi tesbit edilmistir (145).

Jorgensen ve arkadaslarinin (147) ¢alismast SUB’un nérit biiylimesi ve
subventrikiiler bolge noroblast gociinii indiikledigini gostermektedir. Bu islevini
JAK-STAT3 ve MEK-ERK yolaklar1 aracilifiyla yaptigi tahmin edilmektedir.
Zheng ve arkadaslart (146) da bunlara ek olarak in vivo spiral ganglion
noronlarinin hayatta kalmasinda norotrofik aktivite gosterdigini bildirmistir (Sekil
12-C).

Formaldehit birgok dokuya toksit etkisi olan, oksidatif stres olusturan ve
enerji metabolizmasint bozan bir maddedir. Kaynaklar1 ve bu kaynaklarin giinliik
yasamdaki yeri de diisiiniildiigiinde insan saghigini tehdit ettigi asikardir. Ozellikle
anatomist, histolog, patolog gibi meslek gruplar1 siirekli olarak formaldehite
maruz kalmasi kalici sorunlari da beraberinde getirmektedir. Antioksidan
molekiiller bu hasarlarin azalmas1 veya ortadan kalkmasina yardimci olmaktadir.
Karvakrol giiclii antioksidan 6zelligi olan ve pek cok oksidan maddeye karsi

yararli oldugu gosterilen bir monoterpenik fenoldiir. Ancak formaldehitin
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olusturdugu oksidatif stres lizerindeki etkisini arastiran bir ¢alisma daha oOnce
yapilmamistir.  Formaldehite asir1  maruziyetin, insiilin  eksikligine ve
hiperglisemiye sebep oldugu, serebral korteks noronlarinda enerji
metabolizmasini etkiledigi bilinmektedir. Fakat enerji metabolizmasinda gérev
alan instilin-glukoz dengesiyle baglantis1 oldugu kesfedilen asprosin ve subfatin
adipokinlerine etkisi bilinmemektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada;

1. Inhaler formaldehite maruz kalan ratlarm karaciger dokularindaki
hasara ¢esitli dozlarda verilen karvakrolin olumlu etkisinin olup
olmadiginin belirlenmesi,

2. Formaldehit maruziyeti sonrasi total oksidan ve total antioksidan
kapasiteye karvakroliin nasil etki ettiginin tespiti ve

3. Inhaler formaldehite maruz kalan ratlarin karaciger doku ve
kanlarindaki asprosin ve subfatin deger degisimleri ile olasi degisimler
tizerine ¢esitli dozlarda uygulanan Kkarvakroliin etkisinin agiga

¢ikarilmas1 amaclandi.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanliginin 10.04.2019 tarih ve 2019/09 sayil1 toplantisinin 95 nolu karar onay1

ile baglanmustir.

4.1. Deney Hayvanlari
Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin
edilen agirliklar1 210-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 42 adet Wistar Albino

cinsi erkek sicanlar kullanildi.

4.2. Deney Gruplariin Olusturulmasi

Baslangicta tiim hayvanlar her grupta 7 sigan olacak sekilde rastgele 6
gruba ayrildi. Deney siiresi 4 hafta olarak planlandi.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Siganlar normal atmosfer havasina maruz
birakildi ve herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2 (FA grubu): Bu gruptaki siganlar deney siiresi boyunca 100x50x20
cm ebatlarindaki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm (8 saat/giin, 5
giin/hafta) formaldehite maruz birakildu.

Grup 3 (CAR-20 Grubu): Normal atmosfer havasina maruz birakilan
sicanlara her 48 saatte 1 kez karvakrol uygulamas1 (20 mg/kg i.p.) yapildi.

Grup 4 (CAR-40 Grubu): Bu gruptaki siganlara Grup 3 ile ayni prosediir
uygulandi. Sadece karvakrol dozu iki katina (40 mg/kg i.p.) cikarildi.

Grup 5 (FA+ CAR-20): Siganlar deney siiresi boyunca 100x50x20 cm

ebatlarindaki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm (8 saat/giin, 5
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giin/hafta) formaldehite maruz birakildi. Ayrica her 48 saatte 1 kez karvakrol
uygulamasi (20 mg/kg i.p.) yapildi.
Grup 6 (FA+ CAR-40): Bu gruptaki si¢anlara Grup 5 ile aymi prosediir

uygulandi. Sadece karvakrol dozu 40 mg/kg i.p. olarak belirlendi.

4.3. CAR doz ve uygulama yonteminin belirlenmesi

CAR intraperitoneal veya oral, tek doz veya ardisik dozlar seklinde
uygulanabilen bir maddedir (110, 157, 158). 5 mg/kg’dan 200 mg/kg’a kadar
cesitli dozlarda uygulama sz konusu iken yaygin olarak kullanilan doz 25-50-100
mg/kg’dir (91, 158, 159). 100 mg/kg’lik dozun 2-3 giin uygulanmasinin ardindan
fatal etki goriilmiistiir (159). Ilgili literatiir taramamizda elde ettigimiz veriler goz
ontinde bulundurularak 20 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarda, 48 saatte bir kez
intraperitoneal olarak uygulama karar1 verildi (160, 161). Uygulanacak dozlar
Bakir ve ark. (91) ¢alismasindaki gibi gilinliik olarak serum fizyolojik icerisinde

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

4.4. Deney Prosediirii

Calismada kullanilan siganlar 22-25 °C oda 1sisinda 12 saat 151k (07:00-
19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-07:00) tutularak, 6zel olarak yaptirilan ve her
giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Siganlara Elazig Yem Sanayi A.S.
Yem Fabrikasi’nda 6zel olarak hazirlanmis pelet yemler ¢elik kaplarda verildi.
Pelet yemlerin igerigi Tablo 1’de gosterilmistir. Kafeslerde siirekli paslanmaz
celik bilyeli cam biberonlarda normal ¢esme suyu bulunduruldu. Tiim hayvanlarin

ad libitum yem ve su alimlar saglandi.
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Tablo 1. Sigan yeminin igerigi (% olarak)

Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29.4
Balik Unu 8
Tuz 0.6
Kavimix VM 23-Z* 0.2
Methionin 0.2
DCP** 1.6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg Ks, 0.8 mg B1, 2.4 mg Bz, 1.2 mg Bs, 0.006 mg Bi2
vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, D. Panth. 0.32 mg Folik asit, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg kolin kloriir, 20 mg
¢inko, Basitrasin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg
Antioksidan ve 200 mg Ca igermektedir.

** 0618 fosfor, %25 kalsiyum, %2 flor’dan olusur.

Formaldehite maruz birakilan olan 3 grup (Grup 2, 5 ve 6), Aydin ve
arkadaglarinin  (51) c¢alismasindaki uygulama prosediiriine uyularak, 06zel
hazirlanmis 20x50x100 cm ebatlarindaki cam fanuslarda 8 saat/giin, 5 giin/hafta
stire ile tutuldu. Bu cam fanuslarin 20 cm’lik karsilikli iki yliziine hava giris
cikisini saglamak i¢in 0.5 cm ¢apinda iki delik agildi. Kafes 30 cm / 70 cm olacak
sekilde iki ayr1 bolmeye ayrildi. 30 cm’lik kisima FA kaynag: yerlestirilirken, 70
cm’lik kisimda siganlar yerlestirildi. Iki boliim arast FA nin esit dagilimina engel
olmayacak ve sicanlarin FA kaynagina ulagsmasini engelleyecek sekilde 1 mm
capinda delikleri bulunan tel elek ile boliindii. Bu bdlmelerin st kisimlarina
siganlart yerlestirmek ve FA miktarin1 ayarlamak i¢in 10.5 cm capinda delikler
acildi. Ancak deney sirasinda siganlarin kagmamasi ve disaridaki FA igermeyen
havadan solumamalari i¢in iistte bulunan bu delikler kapak ile kapatildi.

Formaldehit kaynagi olarak, FA emdirilmis pamuk toplar1 kullanildi.

Aydin ve arkadaglarinin (51) tarif ettigi prosediir kiigiik bir modifikasyon ile
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tatbik edildi. Pamuktan yapilan kiireler pamuk ip ile sarilarak 2 cm c¢apli pamuk
toplar1 elde edildi. 10 ppm FA dengesini saglamak i¢in her bir cam fanusa 2 adet
kiire tavandan 5 cm sarkacak sekilde asildi. %37’lik FA 1/10 oraninda
sulandirildi. Her bir kiirenin merkezine elde edilen FA ¢6zeltisinden 1 ml enjekte
edildi. Bu sekilde FA’nin yavas salinimi saglandi ve uzun siire sabit bir FA degeri
elde edildi. Saatlik Olgiimler yapildi. FA seviyesinin diismesi halinde tekrar
pamuk topunun merkezine 1 ml FA ¢o6zeltisi enjekte edilerek ortalama FA degeri

uygulama siiresince 10 ppm seviyesinde tutulmaya calisildi.

Sekil 13. Formaldehit dl¢iimlerinden temsili gorsel sonuglar
(A ve B: giin i¢i anlik dl¢iimler, C: giin sonu ortalama degeri)

Havadan agir olan FA’nin zemine ¢okmesini engellemek amaciyla, FA
kaynaginin bulundugu taraftaki hava deligine ayarlanabilir serum seti ile hava
pompast baglandi. Pompa devamli hava iifleyerek ¢oken FA’nin ortama
dagilmasin1 sagladi. Ayrica 50 ml’lik ependorf tiliplere hazirlanan FA
cozeltisinden 40 ml eklendi. Ependorf tlipten ¢ikan hortum hava pompasinin

hortumuna baglandi. Tiipte bulunan FA ¢ozeltisi sayesinde siirekli olarak havaya
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karisan FA, pompa ile ortama iletildi. Bu sekilde FA miktar1 sabit tutuldu (Sekil

14).
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Sekil 14. Formaldehit uygulama diizeneginin semast (FA: Formaldehit ¢ozeltisi, H.P: hava
pompast)

Cam fanus icindeki FA konsantrasyonu, kalibrasyonu yapilmis bir FA
monitorii (Enviromental Sensors Co. Boca Raton FL 33432 USA-Catalog No:
ZDL-300) ile takip edildi. Sekiz saatlik agirlikli ortalamaya gore [Doz=
(konsantrasyon x zaman) / 8 saat] istenilen konsantrasyon ayarlandi. Si¢anlar
kafeslere getirilmeden 5 giin once kafeslerde FA uygulamasina baslandi.
Formaldehit seviyesi ortalama 10 ppm olarak ayarlandiktan sonra deneysel
calisma baslatildi.

Isi geregi FA’ya temas halinde olan meslek gruplari genellikle haftanin bes
giinli, glinde 8 saat FA’ya maruz kalmaktadirlar. Bu sebeple ¢alismamizda FA
maruziyet siiresini benzer sekilde planladik. Formaldehit uygulanan grup 2, 5 ve
6’da yer alan hayvanlar deney siiresi olan 28 giin boyunca hafta i¢i bes giin, saat
08.30-16.30 saatleri arast 0Ozel hazirlanan cam fanus igerisinde tutuldu.

FUDAM’da zehirli gazlarin tahliye edilmesine ydnelik bir havalandirma sistemi
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olmadigindan, FA uygulamalar1 zehirli gaz tahliye sistemi olan Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Anatomi laboratuvarinda  gerceklestirildi.  Formaldehit
uygulanmayacak sicanlar tim giin ve FA uygulama saati tamamlanan siganlar
uygulamadan sonra FUDAM’da barindirildi.

Serum fizyolojik icerisinde ¢oziinen CAR, grup 3 ve 5’deki siganlara 20
mg/kg, grup 4 ve 6’daki siganlara 40 mg/kg dozunda 48 saatte bir kez i.p olarak

uygulandi.

Tablo 2. Deney gruplarina uygulanan islemlerin zaman ¢izelgesi

Gin |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
CAR(ip) | X X X X X X X

Al + + + + + + + + + +
maruziyeti

Giin 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

CAR (i.p) | X X X X X X X
FA
margyeti | T F + + + + + + +

(X: Grup HI, Grup IV, Grup V, Grup VI. +: Grup Il, Grup V, Grup VI)

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki sicanlar kan degerlerinin
etkilenmemesi icin anestezisiz dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Kanlar
250 Kallikrein Inhibitor Unit (KIU) aprotinin igeren biyokimya tiiplerinin igine
alindi. 4000 rpm’de santrifiij edildi. Ayrilan plazmalar ependorf tiiplere alinarak
calisilacagr giine kadar -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal analizler igin bir parga
karaciger dokusu ayrilarak -20 °C’de saklandi. Karaciger dokularmin geri kalan

kismu1 histolojik analizler i¢in %10’luk FA bulunan kaplara atildi.
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4.5, Karaciger Dokusunun Homojenizasyonu ve Saklanmasi

Biyokimya analizleri i¢in -20 °C’de bekleyen karaciger dokular sirayla
cikartilarak igerisinden 100 mg’lik pargalar ependorf tiipe alindi. +4 °C’de 0,5 It
distile su igerisine 5 tablet phospate buffer saline (PBS) c¢ozdiiriilerek fosfat
tamponu hazirlandi. Karaciger dokusu bulunan ependorf tiiplerin igerisine PBS
¢oOzeltisi eklenerek toplam hacim bir ml’ye tamamlandi. Her bir ependorf igerisine
100 pl 0.5 mm ¢apli zirkonyum oksit boncuklarindan ilave edildi. Bullet Blender
adindaki homojenizatore yerlestirilen ependorf tiipler 8 siddetinde 5 dakika
homojenize edildi. Tam homojenize olmayan dokular 5 dakika daha homojenize
edildi. Elde edilen supernatant tabaka yeni bir ependorfa alinarak +4 °C’de 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra iistteki slipernatant

ayr1 bir ependorfa alinarak calisilacagi zamana kadar -20 °C’de saklandi.

4.6. Analitik Olgiimler

4.6.1. TAS Ol¢iimii

Kan TAS diizeyleri Sun Red Rat Total Antioxidant Status ELISA Kiti
(Katolog no: 201-11-2672. Sunred Biological Technology Co., Ltd., Shanghai,
CHINA) ile kit katalogundaki belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun olarak
caligildi.

Rat TAS ELISA Kkitinin 6l¢tim araligi 0.2 - 60 U/ml, sensitivitesi 0.175
U/ml, Intra-Assay: CV<%9, Inter-Assay: CV<%11 idi. Doku supernatantlarinda
TAS olc¢limlerinin dogrulugunu gostermek icin biyokimyasal assay gecerlilik

deneyleri (recovery, lineerite, sensitivity, specifity, intra ve inter assay deneyleri)
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daha once tarif edildigi gibi yapildi (162). Mevcut kitin doku supernatantlarinda
da TAS seviyesini ayn1 duyarlilikta 6l¢tiigii tespit edildi.

Plate yikamalarinda otomatik yikayict Bio-Tek ELX50 (BioTek
Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300
cihazlar1 (Awareness Technology Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar Unite /

mililitre (U/mL) olarak verildi (163).

4.6.2. TOS Olciimii

Kan TOS diizeyleri Sun Red Rat Total Oxidant Status ELISA kiti (Katolog
no: 201-11-1669. Sunred Biological Technology Co., Ltd., Shanghai, CHINA) ile
kit katalogundaki belirtilen ¢aligma prosediirlerine uygun olarak ¢alisildi.

Rat TOS ELISA kitinin dlgiim araligi 0.1 - 20 nmol/ml, sensitivitesi 0.073
nmol/ml, Intra-Assay: CV<%8, Inter-Assay: CV<%10 idi. Doku
supernatantlarinda TOS 6l¢timlerinin dogrulugunu gostermek i¢in biyokimyasal
assay gecerlilik deneyleri (recovery, lineerite, sensitivity, specifity, intra ve inter
assay deneyleri) daha once tarif edildigi gibi yapildi (162). Mevcut Kitin doku
supernatantlarinda da TOS seviyesini ayn1 duyarlilikta dl¢tiigii tespit edildi.

Plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek ELX50 (BioTek
Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300
cihazlar1 (Awareness Technology Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar

nanomol / mililitre (nmol/mL) olarak verildi (164).
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4.6.3. Asprosin Ol¢iimii
Kan Asprosin diizeyleri Sun Red Rat Asprosin ELISA kiti (Katolog no:

201-11-5748. Sunred Biological Technology Co., Ltd., Shanghai, CHINA) ile kit

katalogundaki belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun olarak calisildi (Sekil 15).

Kit prosediiriine gére standart ¢ézeltiler hazirlanir. Standart kuyucuklarma asprosin standartlarindan
50 pL. érnek kuyucuklarma érneklerden 40 uL eklenir.

£

Orneklerin oldugu kuyucuklara 10 uL Biotin (asprosin) antibody eklenir.
Kor hari¢ diger tiim kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP Conjugate Reagent eklenir.

¥

37 °Cde 60 dk inkiibe edilir.
30 kez distile su ile sulandirilnus yikama soliisyonu ile 5 kez yikanur.

3

Tiim kuyucuklara 50 pL. Chromogen Solution A ve 50 nL. Chromogen Solution B eklenir.
37 °Cde 10 dk inkiibe edilir.

\ 4

Tiim kuyucuklara 50 pL Stop Solution eklenir.
450 nin dalga boyunda okutulur.

Sekil 15. Asprosin kiti igin ELISA protokol basamaklari

Plate yikamalarinda otomatik yikayict Bio-Tek ELX50 (BioTek
Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300
cihazlart (Awareness Technology Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar
nanogram / mililitre (ng/mL) olarak verildi.

Rat Asprosin ELISA kitinin 6l¢giim araligi 1.5 - 400 ng/ml, sensitivitesi
0.127 ng/ml, Intra-Assay: CV<%10, Inter-Assay: CV<%12 idi. Doku

supernatantlarinda  asprosin  Ol¢iimlerinin  dogrulugunu  goéstermek  igin
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biyokimyasal assay gecerlilik deneyleri (recovery, lineerite, sensitivity, specifity,
intra ve inter assay deneyleri) daha once tarif edildigi gibi yapildi (162). Mevcut
kitin doku supernatantlarinda da asprosin seviyesini ayni duyarlilikta Olgtiigi

tespit edildi.

4.6.4. Subfatin Olciimii

Kan Subfatin diizeyleri Sun Red Rat Meteorin-like protein
(Subfatin/METRNL) ELISA kiti ( Katolog no: 201-11-6038. Sunred Biological
Technology Co., Ltd., Shanghai, CHINA) ile kit katalogundaki belirtilen ¢alisma

prosediirlerine uygun olarak calisildi (Sekil 16).

Kit prosediiriine gore standart ¢ozeltiler hazirlanir. Standart kuyucuklarma Subfatin standartlarindan
50 uL. érnek kuyucuklarina 6rneklerden 40 L eklenir.

[l

Orneklerin oldugu kuyucuklara 10 uL Biotin (subfatin) antibody eklenir.
Kor hari¢ diger titm kuyucuklara 50 nL Streptavidin-HRP Conjugate Reagent eklenir.

¥

37 °C’de 60 dk inkiibe edilir.
30 kez distile su ile sulandirilimis yikama soliisyonu ile 5 kez yikanir.

¥

Tiim kuyucuklara 50 pL Chromogen Solution A ve 50 pL Chromogen Solution B eklenir.
37 °C’de 10 dk inkiibe edilir.

.

Tiim kuyucuklara 50 pL Stop Solution eklenir.
450 nm dalga boyunda okutulur.

Sekil 16. Subfatin kiti i¢in ELISA protokol basamaklar1
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Rat Subfatin ELISA kitinin ol¢tim araligit 0.1 - 30 ng/ml idi. Doku
supernatantlarinda  subfatin  Ol¢limlerinin  dogrulugunu  gdstermek  igin
biyokimyasal assay gecerlilik deneyleri (recovery, lineerite, sensitivity, specifity,
intra ve inter assay deneyleri) daha once tarif edildigi gibi yapildi (162). Mevcut
kitin doku supernatantlarinda da subfatin seviyesini ayni duyarlilikta ol¢tiigl
tespit edildi.

Plate yikamalarinda otomatik yikayict Bio-Tek ELX50 (BioTek
Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300
cihazlar1 (Awareness Technology Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar

nanogram / mililitre (ng/mL) olarak verildi.

4.7. Iimmiinohistokimya

%10’luk formaldehit ¢ozeltisine alinarak fikse edilen karaciger dokulari
rutin doku takip prosediirii uygulanarak parafin bloklara goémiildii. Parafin
bloklardan 4-6 pum kalinliginda kesitler alinarak polilizinli lamlara yerlestirildi.
Dokular deparafinize edilerek dereceli alkol serisinden gegirildi. Antigen retrieval
icin mikrodalga firinda (750 W) sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da 7+5 dakika
kaynatildi. Kaynatma islemi sonrasinda dokular oda 1sisinda 20 dakika
bekletilerek sogutuldu. 3x5 dakika PBS ile yikanan dokular endojen peroksidaz
aktivitesini onlemek amaciyla hidrojen peroksid blok soliisyonunda 5 dakika
inkiibe edilerek. Tekrar 3x5 dakika PBS ile yikanan dokulara 5 dakika Ultra V
Block soliisyonu uygulandi. 1/200 oraninda dilue edilen primer antikorlar asprosin
ve subfatin (anti- asprosin antibody, FNab09797, Fine Test, China ve Metrnl

Polyclonal Antibody, PA5- 38043, Invitrogen, USA) ile 60 dakika nemli ortamda
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oda 1sisinda inkiibe edildi. Primer antikor uygulamasindan sonra dokular tekrar
PBS ile 3x5 dakika yikandi. Sonrasinda sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-
Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulamasindan sonra dokular PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin
Peroxidase ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS igerisine
alman dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen
solusyonu damlatildi. Isik mikroskobunda goriintlii sinyali alindiktan sonra es
zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Dokulara Mayer’s hematoksilen ile zit
boyamasi yapilarak PBS ve distile sudan gegirildi. Uygun kapatma solusyonu
(Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile
kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligir (0.1:<%?25, 0.4:%26-50,
0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3:

siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor = yayginlik x siddet

4.7.1. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler alinarak polilizinli lamlara
yerlestirildi. ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
(Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler belirlendi.
Uygulama sirasinda tiretici firmanin talimatlarina uyuldu.

Dokular xylene ile deparafinize edildi. Dereceli alkol serisinden

gecirilerek PBS ile yikandi. 10 dakika % 0.05lik proteinase K ile inkiibe edilen
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dokular sonrasinda endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. Dokular PBS ile yikanip Equilibration Buffer
ile 6 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 60 dakika 37° C’ de nemli ortamda ¢alisma
solisyonu (%70 pl Reaction Buffer+%30 TdT Enzyme) ile inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, 30 dakika Anti-Digoxigenin-
Perosidaz ile muamele edildi. Apoptotik hiicreler diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilarak uygun
kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500
mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye
boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler
apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiylitme ile incelenirken
rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Secilen
alanda apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi

ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi.
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Tablo 3. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5  Kesitlerin gevreleri sinirlayicr kalem ile ¢izilir. L.
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5
8  Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H205) 3 dakika
9 PBS 3X5
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT 60 dakika
Enzyme ) 37°C’de
12  Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10
16 PBS 3X5
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

4.8. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.00 (Statistical Package for the Social
Sciences 22.00) paket programi ile hazirlandi. Arastirma parametreleri ortalama +
standard sapma (Standard Deviation: SD) ile sunuldu. iki grup arasinda verilerin
karsilagtirilmast Mann Whitney U testi, ikiden fazla grup arasinda genel
karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullanildi. Sonuglar i¢in p < 0,05 en diisiik

istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

Tiim siganlar deney siiresi boyunca hayatta kaldi. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda FA alan gruplarda yem ve su tiiketiminde azalma gézlemlendi.
Deneyin ilk ve son gilinii yapilan agirlik ol¢iimleri incelendiginde, kontrol
grubundaki hayvanlarin deney siiresi boyunca ortalama 121 gr aldiklar1 tespit
edildi. CAR-20 ve CAR-40 gruplarinda yer alan hayvanlarin kilo artislari
ortalama 120,6 gr ile birbirleriyle ve kontrol grubuyla benzerdi. FA alan tiim
gruplarda kilo aliminin ortalama 105,6 gr ile kontrol, CAR-20 ve CAR-40
gruplarina gore daha az oldugu tespit edildi. FA+CAR-40 grubunda yer alan
sicanlar ortalama 90 gr kilo artis1 ile en az kilo alan hayvanlardi.

Sadece formaldehit alan grupta gozlerde sulanma, sik sik géz kirpma,
burnunu temizleme, yalanma ve bitkinlik gibi davranislar gézlemlenirken, bu
davraniglar FA ve CAR’1n birlikte verildigi gruplarda daha az gozlemlendi.

Deney boyunca FA salinimi yapan beyaz pamuk kiirelerinde herhangi bir
sararma gozlenmezken, FA, FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplarindaki
sicanlarin tiiylerinde kontrol grubuna kiyasla belirgin sararma goézlemlendi. FA ve
FA+CAR-40 gruplarindaki siganlarin tiiylerindeki sararma miktar1 yakin iken,
FA+CAR-20 grubundaki siganlarin tiiylerindeki sararma bir miktar daha azdi.
CAR-20 ve CAR-40 alan gruplarin tiiy renkleri kontrol grubu ile benzerdi (Sekil

17).
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Sekil 17. Deney sonunda siganlarin titylerindeki renk degisimi
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Tablo 4. Kan ve karaciger dokusu biyokimyasal parametrelerin degisimi (her bir grupta n=7)

Parametre Kontrol FA CAR-20 CAR-40 FA+CAR-20 FA + CAR-40
TAS (mmol/L) 4,89+ 1,24 5,28 +1,23 6,83+ 0,96 at, b! 7,06 +2,59 al 6,16 + 1,85 6,37 + 1,86

= TOS (mmoliL) 1,71 £0,50 2,54 £ 0,60 a2 2,11 £0,81 2,34+0,31 at 2,17 £0,61 2,41£0,72 at

(3]

X Asprosin (ng/mL) 48,41 + 19,49 28,43 + 6,84 a 39,10 + 13,06 b 57,90+15,05b% ¢ 38,06+13,92d 51,28 £27,94
Subfatin (ng/mL) 435+1,46 3374124 535+ 1,47 bt 428+1,37 4,74 +2.88 3,90 +1,31
TAS (ng/mg yas doku) 0,049 £0,014 0,057 £ 0,018 0,069 + 0,015 at 0,081 = 0,032 a 0,067 0,010 0,070 + 0,035

E TOS (ng/mg yas doku) 0,036 + 0,006 0,042 £ 0,013 0,031 + 0,004 0,031 +0,013 b? 0,039+ 0,017 0,029 + 0,007 b*

8 ASprosin (ng/mg yas doku) 0,525 +0,171 0,398 0,187 0,955+0,291 al, b2 0,939 +0,275 a2 b2 0,859 0,362 al, b2 0,826 = 0,301 a', b?
Subfatin (ng/mg yas doku) 0,040 +0,010 0,032 = 0,009 0,038 £ 0,015 0,037 £ 0,010 0,044 £ 0,013 0,047 £ 0,013 b!

CAR: Karvakrol, FA: Formaldehit, TOS: Total oksidan durum, TAS: Total antioksidan durum.

al; kontrole gore anlamh (p < 0.05).
a2; kontrole gore anlamh (p < 0.01).
b!; FA ya gére anlamh (p < 0.05).
b?; FA ya gére anlamh (p < 0.01).

¢; CAR-20 e gore anlamli (p < 0.05).
d; CAR-40 e gore anlamli (p < 0.05).
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5.2.1. Kanda TAS ve TOS seviyeleri

Calismada kan TAS degerleri incelendiginde en fazla CAR-40 grubunda
olmak iizere tiim gruplarda artis oldugu, CAR gruplarindaki (CAR-20 ve CAR-
40) artisin doza bagimli ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p<0.05). Ancak beraberinde FA’nin da verildigi FA+CAR-
20 ve FA+CAR-40 gruplarinda CAR’a baghi bu artisin bir miktar azaldigi,
CAR’1n TAS degeri tizerindeki potansiyel etkisini FA’nin zayiflattigi gézlendi.
FA grubu TAS degeri CAR-20 grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak daha
diisiik tespit edildi (p<0.05).

Kan TOS diizeyleri incelendiginde tiim gruplarda artis s6z konusu iken, en
fazla artisa FA’nin neden oldugu goriildii. Karvakrol gruplarindaki (CAR-20 ve
CAR-40) etkinin doza bagimli ancak FA’ya gore daha az oldugu, FA ile birlikte
(FA+CAR-20 ve FA+CAR-40) uygulandiginda ise etkisinin arttig1 gozlendi. FA
(p<0.01), CAR-40 ve FA+CAR-40 (p<0.05) gruplarindaki artig kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamliydi.
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M Kontrol M FA m CAR-20 M CAR-40 M FA+CAR-20 B FA+CAR-40
10 ¢
g a,b -
4
d f
e
0 -
TAS (mmol/T) TOS (mmol/L)

FA: Formaldehit. CAR: Karvakrol. TAS: Toplam antioksidan durum. TOS: Toplam oksidan durum.
a: Kontrol grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

b: Formaldehit grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

c: Kontrol grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

d: Kontrol grubu ile FA grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

e: Kontrol grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

f: Kontrol grubu ile FA+ CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

Sekil 18. Kan TAS ve Kan TOS Seviyeleri

5.2.2. Karaciger Doku Siipernatantlarinda TAS ve TOS Seviyeleri

Karaciger doku supernatanti TAS degerleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda en fazla CAR-40 grubunda olmak iizere tiim gruplarda artis
izlendi. S6z konusu artis sadece CAR verilen gruplarda (CAR-20 ve CAR-40)
istatistiksel olarak anlamli olup dozla da iliskili oldugu tespit edildi. Formaldehit
verilmesi tek basma TAS degerini bir miktar artirsa da, CAR ile birlikte
(FA+CAR-20 ve FA+CAR-40) verildiginde CAR’in TAS {izerindeki etkisini
azalttig1 gézlemlendi.

Karaciger doku supernatanti TOS diizeyleri incelendiginde, FA’nin TOS

seviyesini arttirdigi, CAR’1n ise azalttig1 belirlendi. En yiiksek deger FA grubunda
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goriiliirken, beraberinde CAR uygulanan gruplarda (FA+CAR-20 ve FA+CAR-
40) TOS degerinin FA grubuna gore distiigii, bu diistisiin FA+CAR-40 grubunda
istatistiksel olarak anlamli seviyelerde oldugu bulundu. CAR-40 grubunun TOS

diizeyi de FA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik idi.

M Kontrol HFA m CAR-20 M CAR-40 M FA+CAR-20 B FA+CAR-40

0,12

b

0.1

—

0,08

—
—
—

0,06

0.04

0,02

TAS (ng/mg yas doku) TOS (ng/mg yas doku)

FA: Formaldehit. CAR: Karvakrol. TAS: Toplam antioksidan durum. TOS: Toplam oksidan durum.
a: Kontrol grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

b: Kontrol grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

c: FA grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

d: FA grubu ile FA+CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

Sekil 19. Karaciger Doku Siipernatantlarinda TAS ve TOS Seviyeleri

5.2.3. Kan Asprosin ve Subfatin Seviyeleri

Calismada kan ASP diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda FA,
CAR-20 ve FA+CAR-20 gruplarinda bir diisiis gozlemlenmekte ancak bu diisiis
sadece FA grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyelerde tespit edilmekte idi.

CAR-40 ve FA+CAR-40 gruplarinin kan ASP diizeylerinde kontrol grubuna gore
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bir miktar artma s6z konusu idi (p>0.05). Bu bulgular ile FA ve CAR-20’nin ASP
diizeyini azalttigt CAR-40’in ise artirdigi sonucuna varilmaktadir. CAR-40
grubunun kan ASP diizeyi FA, CAR-20 ve FA+CAR-20 gruplarina gore, CAR-20
grubunun ASP diizeyi ise FA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede
yiiksek tespit edildi.

Calismamizda en diisiikk kan SUB degeri FA grubunun idi. CAR-20 grubu
SUB degeri kontrol grubuna gore yiiksek iken, CAR-40 yakin seviyelerde idi
(p>0.05). FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplarmmm kan SUB degerleri
incelendiginde, FA grubuna gore yiiksek, CAR-20 ve CAR-40 gruplarina gore
diisiik bulundu (p>0.05). Bu farklar istatistiksel olarak anlamli olmayip sadece

CAR-20 grubu ile FA grubu arasinda anlamli fark tespit edildi (p<0.05).

>
=

90
80 ; 8
C,d f
70 - 7
) |
'@ 60 'é 6
S~
= )
2 50 g5 T T
p—
= R |
= a0 S 4
o
£ 30 — | = 3
& =
jg w
20 2
10 | 1
0 0

MKontrol ~ WMFA  WCAR-20 mCAR-40  mFA+CAR-20  WMFA+CAR-40

FA: Formaldehit. CAR: Karvakrol.

a: Kontrol grubu ile FA grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

b: FA grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

c: FA grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

d: CAR-20 grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

e: CAR-40 grubu ile FA+CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).
f: FA grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

Sekil 20. Kan Asprosin (A) ve Kan Subfatin (B) Seviyeleri
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5.2.4. Karaciger Doku Siipernatantlarinda Asprosin ve Subfatin

Seviyeleri

Karaciger doku supernatantt ASP degerleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda FA grubu hari¢ diger gruplarin tamaminda anlamli olarak artti
(p<0.05). FA grubunda kontrol grubuna kiyasla bir miktar diislis gozlendi. Bu
diisiis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degil iken (p>0.05) diger
tim gruplara gére (CAR-20, CAR-40, FA+CAR-20, FA+CAR-40) anlamliydi
(p<0,01). Karvakrol karaciger doku supernatantindaki ASP diizeyini artirirken,
FA eklendiginde (FA+CAR-20, FA+CAR-40) bu etkisinin az da olsa zayifladig
gbzlemlendi.

Karaciger doku supernatantt SUB degerleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda FA grubunda daha fazla olmak iizere, FA, CAR-20 ve CAR-40
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis s6z konusuydu
(p>0.05). FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplarinda ise bir miktar yiikselme
gozlendi. Sadece FA+CAR-40 grubunun SUB degerindeki artis FA grubuna gore

anlaml yiiksek tespit edildi (p<0.05).
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FA: Formaldehit. CAR: Karvakrol.

a: Kontrol grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

b: FA grubu ile CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

c: Kontrol grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

d: FA grubu ile CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

e: Kontrol grubu ile FA+CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).
f: FA grubu ile FA+CAR-20 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

g: Kontrol grubu ile FA+CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).
h: FA grubu ile FA+CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,01).

1: FA grubu ile FA+CAR-40 grubu kiyaslandiginda (p < 0,05).

Sekil 21. Karaciger Doku Siipernatanlarinda Asprosin (A) ve Subfatin (B) Seviyeleri

5.3. immunohistokimyasal Bulgular

5.3.1. Asprosin immiinreaktivitesi

Asprosin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama
151tk mikroskopi altinda incelendi. Asprosin immiinreaktivitesi karaciger
dokusunda hepatositlerde (ok) gozlendi.

Karaciger dokusunda; ASP immiinreaktivitesi (0k); Kontrol grubu (Sekil
22) ile CAR-20 (Sekil 23) (p=0,805) ve CAR-40 (Sekil 24) (p=0,209) gruplarinda
benzerdi. Formaldehit ASP immiinreaktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltt1 (Sekil 25) (p<0,001). FA grubu ile

kiyaslandiginda ise ASP immiinreaktivitesi FA+CAR-20 (Sekil 26) (p<0,001) ve
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FA+CAR-40 (Sekil 27) (p<0,001) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmis olarak izlendi.

Sekil 22. Karaciger dokusunda kontrol grubuna ait asprosin immiinreaktivitesi
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Sekil 24. Karaciger dokusunda CAR-40 grubuna ait asprosin immiinreaktivitesi
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Sekil 25. Karaciger dokusunda FA grubuna ait asprosin immiinreaktivitesi

Sekil 26. Karaciger dokusunda FA+CAR-20 grubuna ait asprosin immiinreaktivitesi
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Sekil 27. Karaciger dokusunda FA+CAR-40 grubuna ait asprosin imminreaktivitesi

Tablo 5. Asprosin histoskor

FA + FA +
Kontrol FA CAR-20  CAR-40  ~\pog  CAR-40
Asprosin 0,90 0,20 0,80 0,90 0,90 0,90

histoskor
l\/_Iedian (0,80-1,80) (0,10-0,45)a  (0,80-1,80) (0,60-1,80) (0,60-1,80)b (0,60-1,80)b
(min-max)

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
a, Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b, FA grubu ile karsilastirildiginda, (p<0,003).

5.3.2. Subfatin Immiinreaktivitesi
Subfatin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama 11k

mikroskopi altinda incelendi. Karaciger dokusunda SUB immiinreaktivitesi

hepatositlerde (ok) gozlendi.
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Karaciger dokusunda; SUB immiinreaktivitesi (0k); Kontrol grubu ile
(Sekil 28) CAR-20 (Sekil 29) (p=0,805) ve CAR-40 (Sekil 30) (p=0,209)
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda FA (Sekil 31) grubunda
SUB immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak
bulundu (p<0,001). FA grubu ile kiyaslandiginda ise SUB immiinreaktivitesi
FA+CAR-20 (Sekil 32) (p<0,001) ve FA+CAR-40 (Sekil 33) (p<0,001)

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi.

e

Sekil 28. Karaciger dokusunda kontrol grubuna ait subfatin imminreaktivitesi
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Sekil 30. Karaciger dokusunda CAR-40 grubuna ait subfatin immiinreaktivitesi
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Sekil 32. Karaciger dokusunda FA+CAR-20 grubuna ait subfatin immiinreaktivitesi
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Sekil 33. Karaciger dokusunda FA+CAR-40 grubuna ait subfatin immiinreaktivitesi
Tablo 6. Subfatin histoskor
FA + FA +
Kontrol FA CAR-20 CAR-40
CAR-20 CAR-40

Subfatin 0,80 0,20 0,80 0,90 0,90 0,80
histoskor

Median  (045-120) (0,10-0,3)a  (0,60-1,20)  (0,60-1,20)  (0,60-1,20)b  (0,60-1,20)b
(min-max)

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
a, Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
b, FA grubu ile karsilastirildiginda, (p<0,003).

5.3.4. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k

mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi (0k); Kontrol (Sekil

34) ve CAR-20 (Sekil 35) gruplarinda benzerdi (p=1,00). Kontrol grubuyla
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kiyaslandiginda FA (Sekil 36) (p<0,001), CAR-40 (Sekil 37) (p<0,001) ve
FA+CAR-40 (Sekil 38) (p<0,001) gruplarinda TUNEL pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu. FA grubu ile kiyaslandiginda ise
TUNEL pozitifligi FA+CAR-20 (Sekil 39) (p<0,001) grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi.

|

Sekil 34. Karaciger dokusunda kontrol grubuna ait TUNEL pozitifligi
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Sekil 35. Karaciger dokusunda CAR-20 grubuna ait TUNEL pozitifligi

)

|

Sekil 36. Karaciger dokusunda FA grubuna ait TUNEL pozitifligi
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Sekil 37. Karaciger dokusunda CAR-40 grubuna ait TUNEL pozitifligi

N
———|

Sekil 38. Karaciger dokusunda FA+CAR-40 grubuna ait TUNEL pozitifligi
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Sekil 39. Karaciger dokusunda FA+CAR-20 grubuna ait TUNEL pozitifligi

Tablo 7. Apoptotik indeks

FA + FA +
Kontrol FA AR-2 AR-4
ontro CAR-20  CARAD  CAR20  CAR-40

Apoptotik 1,00 8,00 1,00 9,00 1,00 9,00
Indeks
Median (1,00-2,00) (5,00-12,00)a  (1,00-3,00) (4,00-12,00)a  (1,00-3,00)b  (6,00-10,00)a
(min-max)

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
a, Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b, FA grubu ile karsilastirildiginda, (p<0,003).
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6. TARTISMA

Formaldehit tiim canlilarda goriilen normal metabolizmanin bir {iriini
olmasmin yaninda tiikettigimiz gidalarda da bulunmaktadir (11, 21). Ayrica
yasadigimiz ve ¢alistigimiz ortamlarda da sik¢a maruz kaldigimiz solunum, agiz
ve cilt yolu ile viicudumuza girebilen =zararli bir maddedir (17, 19).
Viicudumuzdaki tiim dokular FA’y1 formik asite metabolize etme yetenegine
sahiptir. Ancak belli bir kapasitenin lizerinde FA maruziyeti géz ve burunda
irritasyon, bas agrisi, Oksiirlik, dispne gibi semptomlara sebep olmaktadir (17).
Ayrica biyolojik sistem iizerine olumsuz etki gostermekte, dokularda hasara neden
olmakta, oksidan kapasiteyi artirmakta, enerji metabolizmasinin regiilasyonunu
bozmaktadir (7, 9, 51). Dolayisiyla maruz kalinan FA’nin zararl etkilerini ortadan
kaldirmak veya azaltabilmek onem arz etmektedir. Daha Once yapilan bir¢ok
deneysel calismada subkutan ve intraperitoneal enjeksiyon gibi FA i¢in olasi
maruz kalma yontemleri denenmistir (9, 165). Ancak anatomist ve patologlarin
calisma sartlar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda FA’ya maruz kalma bigimi
cogunlukla inhaler yol oldugundan, bu ¢alismada da siganlar 4 hafta boyunca (8
saat/giin, 5 gilin/hafta) inhaler FA’ya maruz birakildi. Calismada siganlarin
karaciger dokusunda CAR’1n olumlu etkisinin olup olmadigi, bu doku ve kanlarda
enerji metabolizmasinda gorevli asprosin ve subfatin miktarlarinin CAR
verilmesine bagli olarak nasil degistigi, CAR verilmesinin antioksidan ve oksidan
kapasiteleri nasil etkiledigi ve bu dokudaki apoptotik durumlar arastirildi.

Calismamizda FA’ya maruz kalan sicanlarda gozlerde sulanma, burun
akintisi, yalanma davranislarinda artis goriildii. Formaldehitin irritan etkisine bagl

oldugunu diisiindiigiimiiz bu bulgular pek ¢ok ¢alisma ile ortiismektedir (51, 166).
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CAR verilen gruplarda bu bulgularda kismi bir azalma gozlendi. Literatiirde CAR
ve FA iligkisini arastiran bir ¢alisma olmadigindan bulgular1 karsilastirma olanagi
olmadi. Ancak hiicre sag kalim ve proliferasyonunu artiran, oksidatif stresi
azaltarak antioksidan 6zellik gosteren CAR’1n bu 6zellikleri sayesinde bulgulari
azaltmis olabilecegini diistiniiyoruz (90, 108).

Daha once yapilan bazi ¢alismalarda FA alan gruplarin deney siiresince hig
kilo almadiklari, hatta kilo kaybina ugradiklarindan bahsedilmektedir (51, 166,
167). Merzoug ve Toumi’nin gebe siganlarda yaptigi ¢calismada (168) ise FA’ya
maruz kalan sicanlarin kontrol grubuna gore daha yavas kilo aldigi rapor
edilmistir. Calismamizda ise benzer sekilde FA’ya maruz kalan sicanlarda
istahsizlik ve halsizlik gozlemlendi. Deney sonu ve deney baslangic kilo farklar
incelendiginde, Merzoug ve Toumi’nin ¢alismasi ile uyumlu olarak FA’ya maruz
kalan gruplarin diger gruplara gére daha az kilo aldig: tespit edildi. CAR-20 ve
CAR-40 alan gruplarin kilo alimlar1 kontrol grubu ile yakinken, FA+CAR-20 alan
grup FA grubu ile benzer kilo artigina sahipti. Ancak FA+CAR-40 alan grup tim
gruplara gore daha az kilo alimi gosterdi. Wang ve ark. (89) tarafindan yapilan
calismada etanol ile birlikte verilen farkli dozlardaki CAR’1n (25, 50, 100 mg/kg)
siganlarin kilo alimlarina anlamli bir etki gosterilmedigi tespit edilmistir. Bu
durum CAR-40’1n tek basina veya etanolle verildiginde bir istahsizliga sebep
olmazken, FA ile birlikte verildiginde metabolizmaya fazladan yiik oldugunu
diistindiirdi.

Calismada inhaler FA’ya maruz kalan sigcanlarin tiiylerinde deneyin
dordiincii  gilinlinden sonra belirgin hale gelen sararmalar gozlendi. Kafes

icerisindeki FA enjeksiyonu yapilan pamuk toplar1 hala beyaz kalirken, FA alan

78



tiim siganlarin tliylerinde sararma goriilmesi, bu sararmanin ortamda bulunan
FA’nin yiizeye yapismasi ile degil, viicuda alinan FA’nin sebep oldugu bir
reaksiyon sonucu meydana geldigini kanitlar nitelikte idi. Daha 6nce yapilan
calismalarda da benzer sekilde tiiylerde sararmalar gozlenmistir (51, 166, 169).
Yildiz ve Goze’nin (170) deri altina bolgesel FA uygulayarak yaptigi bir
calismada sararma sadece FA uygulanan bolge ile siirli kalmistir. Bu ¢alismalar
da sararmanin FA kaynakli oldugunu desteklemektedir. Sararmanin tiiy yapisinda
bulunan “kynurenine” adli protein ile FA’nin reaksiyonu sonucu olustuguna dair
bildirimlere karsin (171, 172) Aydin ve ark. (51) sararmanin metabolik olaylar
sonucu ortaya ¢ikan keton ve amonyak varliginda FA’nin 3,5-diasetil-1,4-
dihidrotoludin’e donlismesinden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Kynurenine
proteininin sar1 renk verme 6zelligi bulunmaz iken, 3,5-diasetil-1,4-dihidrotoludin
sar1 renk veren bir kimyasal olup, formaldehit varliginin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. Bu sebeple biz de sararmanin keton ve amonyak
varhiginda FA’nin 3,5-diasetil-1,4-dihidrotoludin’e doniismesinden kaynaklana-
bilecegini diisiinmekteyiz. Aydin ve ark. (51) yaptig1 ¢alismada antioksidan
madde olarak verdikleri karnozin ile tiiylerdeki sararmanin belirgin olarak
beyazladigini gostermislerdir. Calismamizda farkli bir antioksidan madde olan
CAR kullandik. Ancak FA alan gruplara verilen CAR tiiylerdeki bu sararmay1
tamamen engelleyemedi. CAR-20 verilen grupta FA alan gruba gore bir renk
acilmasi s6z konusu iken CAR-40 verilen grup FA alan grupla benzerdi. Bu
sebeple FA’nin etkilerini noétralize etmek i¢cin CAR-20’nin daha uygun bir doz

oldugunu diisiiniiyoruz.
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Canli hiicrelerde devamli oksidasyon olaylar1 meydana gelmekte, olusan
ROS antioksidanlar ile bir denge igerisinde etkisiz hale getirilmektedir. Disaridan
maruz kaldigimiz reaktif oksijen maddeler bu oksidasyonu artirmakta ve oksidan-
antioksidan dengesini bozabilmektedir (173). Formaldehit de bu dengeyi bozarak
oksidatif hasar meydana getiren bir maddedir (2, 51). Bu c¢alismada siganlar
inhaler FA’ya maruz birakilarak total oksidan ve antioksidan kapasiteleri dlgiildii.
Formaldehit maruziyetinin karaciger dokusunda ve kanda oksidan kapasiteyi
artirdig tespit edildi. Ayrica yapilan TUNEL boyama ile karaciger dokusunda
apoptotik hiicre sayisini artirdigr goriildii. Daha 6nce yapilan bir¢ok calismada
bizim verilerimizle benzer sekilde FA maruziyetinin total oksidan kapasite ve
apoptozisi artirdigi gosterilmistir (51, 166). Hem kan hem doku o6rneklerinde
FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplarinda oksidan kapasite FA grubuna gore
diisiik bulundu. Ustelik karaciger dokusunda CAR-20 ve CAR-40 gruplarinda
kontrol grubu ile kiyaslandiginda dahi oksidan kapasitede bir azalma goézlendi.
Daha o6nce yapilan ¢alismalarda benzer sekilde CAR’1in ROS’a kars1 antioksidan
Ozellik gosterdigi ve oksidan kapasiteyi azalttigi bulunmustur (85, 88). Ancak
kanda CAR-20 ve CAR-40 gruplarinda oksidan kapasitede artis tespit edildi.
Ozellikle CAR-40 alan grupta bu artis kontrol grubuna gore anlamliydi.
Calismamiz TUNEL boyama sonuglarinda da FA+CAR-20 grubunda apoptotik
hiicre sayist FA grubuna gore azalmakta iken CAR-40 ve FA+CAR-40
gruplarinda FA grubu ile benzer tespit edilmistir. Suo ve ark.(174) ¢alismasinda
tek doz uygulanan 75 mg/kg’lik CAR’mn iskemi-reperfiizyon sonucu olusan
apoptozisi azalttigindan bahsedilirken, aksine bazi calismalarda yiiksek doz

CAR’m oksidatif hasara hatta 6liime sebep oldugundan da s6z edilmektedir (159,
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175). Calismamizla elde ettigimiz sonuglarda CAR’mn oksidan kapasiteyi bazi
durumlarda artirirken bazi durumlarda azaltmasi, benzer sekilde apopitoza etkisi,
uygulanan toplam doza ve dokuya bagl farkli etkisinden kaynaklandigini
distindiirdi.

Calismada FA alan grupta total antioksidan kapasite bir miktar artmis
bulundu. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. S6z konusu artigin
FA’nin biyolojik sistemlere etkisi ile endojen antioksidan (siiperoksit dismutaz,
katalaz gibi) sentezinin artmasi sonucu gergeklestigi kanisindayiz. Sadece CAR
alan gruplarin tamaminda da total antioksidan kapasitede kontrole gore anlamli bir
artis tespit edildi. FA ve CAR’n birlikte verildigi tiim gruplarda antioksidan
kapasite FA’ya kiyasla yiiksek bulunurken, sadece CAR verilen gruplara gore
kismi bir diislis izlendi. Glincel literatiirde FA maruziyeti ve CAR iligkisini
inceleyen bagka bir calisma olmadigindan verilerimizi kiyaslayamamaktayiz.
Ancak calismamizla benzer sekilde CAR’1n antioksidan 6zelligini gdsteren ¢ok
sayida ¢aligma vardir (85, 88, 90).

Calismamizda kan ve doku asprosin seviyeleri incelendiginde, FA
grubunda kontrol grubuna gore bir diisiis s6z konusu olup, bu diisiis kanda anlaml
seviyelerdedir. Benzer sekilde FA grubu karaciger dokusunda ASP
immunreaktivitesinin azaldigi tespit edildi. FA insiilin ile etkilesime girerek
instilin-FA  kompleksleri olusturur. Bu durum serum insiilin seviyesinin
diismesine ve hiperglisemi olugmasina neden olmaktadir (8). Romere ve ark.
(127) serum ASP seviyesinin aclik ile artarken beslenme ile hizla diistiigiinden
bahsetmistir. A¢likta salgilanan bir protein olan ASP’nin hiperglisemik durumdan

dolay diisiik tespit edilmis olmast muhtemeldir. Ayrica Strubelt ve ark. (176) FA
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kaynakl1 hepatoksisiteyi elektron mikroskobuyla incelemis, FA’nin mitokondrileri
membranlarinda riiptiir ve krista kaybina sebep oldugunu, hiicrelerin oksijen
tilketimini azalttigini bildirmislerdir. Mitokondrisi hasarlanmis hiicrenin enerji
metabolizmas1 bozulacagindan ASP sentezinin de azalmasi beklenir. Ciinkii
biyolojik sistemler maximum ekonomi ilkesine (Kleiber kanunu) goére ¢alisirlar.
Enerji metabolizmasi tahrip edilirse, bu mekanizmada kullanilan proteinlerin de
tiretimi azalacaktir. Kocaman ve Kuloglu’nun (177) c¢alismasinda diyabetik
sicanlarin serum asprosin diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmis
tespit edilirken, Naimeyan ve ark. (178) calismasinda diyabeti olan Kkisilerde
saglikli kontrollere gore serum ASP konsantrasyonu yiikselmis olarak tespit
edilmistir. Calismalarda farkli sonuglar elde edilmesi ASP’nin kan sekeri, instilin
miktar1, insiilin duyarhiligi gibi enerji metabolizmasinin pek cok faktoriinden
etkilenmesi olabilir. Formaldehit maruziyeti ve ASP iliskisini inceleyen giincel
literatiir bulunamadigindan sonuglarimizi karsilagtiramiyoruz. Ancak siganlar
tizerinde yapilan bir calismada FA gibi toksik bir madde olan metotreksat
uygulanmasinin ardindan sigan karaciger dokularinda ASP immunreaktivitesinin
azaldig1 gosterilmistir (179). Bir diger ¢alismada da kanser tedavisinde kullanilan
ancak hepatotoksik yan etkileri oldugu bilinen siklofosfamid’in karaciger
dokusundaki ASP immunreaktivitesini azalttigindan bahsedilmistir (180). Bu
sonuclar da bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir.

CAR-20 grubunun kan degerleri haric CAR alan hayvanlarin ASP
diizeylerinde artis gozlendi. Bu artislar doku orneklerinde kontrol grubuna gore
anlamli seviyelerde idi. Gommers ve ark. (116) yaptiklar1 bir ¢alismada CAR’1n

TRPM7 kanallarin1 inhibe ederek insiilin salgilanmasini tesvik ettiginden soz
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etmiglerdir. Calismamizdaki sonuglarla benzer olarak, CAR alimiyla insiilin
salgilanmasindaki artisin, kan sekerini diisiirmesi ve ASP iiretimini artirmasi
beklenebilir. Ayrica Liu ve ark.’nin (117) ¢alismasi diyabetik farelerde CAR’1n
rastgele kan sekeri Olglimlerini diisiirdiiglinii, hiperglisemiyi azalttigini
gostermistir. Bu sekilde kan sekerinin diigmesi ASP salgisimi artirabilmektedir.
FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplari incelendiginde kan ve doku ASP seviyeleri
CAR-20 ve CAR-40 gruplarina gére daha diisiik iken, FA grubuna gore daha
yiiksek tespit edildi. FA+CAR-20 ve FA+CAR-40 gruplarmin karaciger
dokusunda yapilan immunohistokimyasal boyamada da ASP immunreaktivitesi
FA grubuna kiyasla yiiksek oldugu gozlendi. Bu durumda FA ile diisen ASP
seviyesinin CAR takviyesi ile tekrar yiikseldiginden s6z etmek miimkiindiir.
Calismamizla benzer sekilde, Vural (179) yaptigi ¢alisma ile FA gibi toksik bir
madde olan metotreksat uygulamasina bagli karaciger dokusunda diisen ASP
immunreaktivitesinin  antioksidan Ozelligi olan N-asetilsistein  verilmesi
sonucunda anlamli1 olarak arttigin1 gostermistir.

Calismamizda FA grubu SUB seviyeleri incelendiginde, hem doku hem
kan orneklerinde kontrol grubuna gore bir miktar diisme tespit edildi. FA+CAR-
20 ve FA+CAR-40 gruplarinin kan SUB degerleri, FA grubuna gore yiiksek,
CAR-20 ve CAR-40 gruplarina gore diigilk bulundu. Bu degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildi. Benzer sekilde karaciger dokusunda SUB
immunreaktivitesi FA grubunda diisiik olarak go6zlenirken, FA+CAR-20 ve
FA+CAR-40 gruplarinda FA grubuna kiyasla yiiksek oldugu goriildii. Subfatin
tiretiminin biiyilk ¢ogunlugu deri alti yag dokusunda yapilmaktadir (128).

Verilerimize bakildiginda deney sonu kilo alimlari en diisiik olan FA ve
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FA+CAR-40 grubunun kan SUB degerleri de diger gruplara gore diisiik ol¢iildii.
Ancak tiim veriler deney sonu agirlik degisimleri ile tam bir uyum i¢inde degildi.
Bu sebeple tek basina yag kiitlesiyle iliskilendirmek dogru olmayacaktir. Bae’nin
(149) calismasinda egzersizin SUB seviyelerini anlamli sekilde artirdigindan
bahsederken, Tok’un (181) yiiriittiigii ¢alismanin raporunda diyet ve egzersizin
akut donemde SUB seviyelerinde bir yiikselmeye neden olurken, uzun vadede bu
degerin baslangi¢c seviyelerine gerilediginden s6z edilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda FA ve SUB iliskisini arastiran baska bir ¢caligmaya rastlanmadigindan
verilerimizi karsilastiramadik. Ancak FA ve enerji metabolizmasinda etkili bir
protein olan irisin ile yapilan bir ¢calismada da bizim verilerimizle benzer sekilde
FA maruziyetinin irisin miktarin diisiirdiigiinden bahsedilmistir (51). Irisin SUB
ile benzer sekilde beyaz yag dokusunu esmerlesmesini saglayan, egzersizle
miktarinda artis gdzlenen bir proteindir (182). Insiilin duyarliligini artirir. Obezite
ve glukoz hemostazinin iyilesmesini saglar (183). Bu ozellikleri ile SUB’a
benzerlik gosteren irisin, FA maruziyetinde kan ve karaciger dokusunda
azalmaktadir. Subfatin’in enerji ihtiyaci, egzersiz, diyet icerigi ve miktar1 gibi
enerji metabolizmasimi etkileyen pek c¢ok durumda degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir (148, 149). Bu ¢ok yonlii etkilesimler, verilerimizdeki
tutarsizliklarin izahi olabilir.

Ayrica bu calismadaki ASP ve SUB’un kan ve dokudaki miktarlari
mukayese edildiginde, kanda dokuya goére yaklagik 60-100 kat daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bunun muhtemel sebebi ASP ve SUB’un bir¢cok dokuda

sentezlenip kan havuzuna salgilanmasidir.
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Bu calismada glukoz ve lipid profillerine bakilmamistir. Daha &nce
yapilan ¢ok sayida calisma (51, 91, 120, 166) ile FA’'nin ve CAR’in bu
parametreler tlizerine etkisi gosterilmis olup, tekrardan kaginmak amaciyla
caligmaya bilingli dahil edilmemistir.

Formaldehit maruziyetinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak veya
azaltmak i¢in bu giine kadar pek ¢ok antioksidan madde ile ¢alismalar yapilmis ve
koruyucu etkileri bildirilmistir (50, 51, 166). Calismamizda FA maruziyeti sonucu
olusan karaciger hasarmna CAR’in etkisi incelenmistir. 28 giinliik deney siiresi
boyunca her 48 saatte bir uygulanan 20 mg/kg CAR’1in FA’nin olumsuz etkilerini
azalttigr tespit edildi. Siganlarin klinik bulgularimi hafiflettigi, tily rengindeki
FA’ya bagl sararmay1 azalttigi goriildii. Karaciger dokusunda apoptotik hiicre
sayisint azaltirken TOS seviyelerini de diiglirdii. Ancak aym siire ve sekilde
uygulanan 40 mg/kg dozundaki CAR’in, apoptotik hiicre sayisini azaltmadigi
aksine kontrol grubuna kiyasla apoptozisi artirdigi tespit edildi. Formaldehit ile
birlikte uygulanan 40 mg/kg CAR, karaciger dokusunda TOS degerini FA’ya gore
anlamli azaltsa da, tek basina uygulandiginda kan TOS degerini kontrole gore
anlamli olarak yiikseltti.

Calismamizda enerji metabolizmasinda gorevli ASP ve SUB degerleri de
Ol¢iildii. Formaldehit uygulamasi ile hem kan hem dokudaki ASP ve SUB
degerlerinin diistiigli CAR ilavesi ile doku ve kanda olgiillen ASP ve SUB
degerlerinin tekrar yiikseldigi gozlendi. Benzer sekilde immunohistokimyasal
boyamalarda da FA verilen gruplarda ASP ve SUB immunreaktivitesinde azalma

tespit edilirken, CAR 1ilavesi ile tekrar ylikseldigi goriildii.
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Karvakrol’in bircok c¢alismada olumlu etkilerinden bahsedilse de
yaptigimiz kontrollii calismada beklenenin aksine bir takim dalgalanmalara sebep
oldugu goriildi. Bu dalgalanmalarin nedeni mevcut verilerle tam olarak
aciklanamasada, tedavi edici doz belirlemeye yonelik yeni deneysel ¢alismalar ile
CAR’mn antioksidan 6zelliginin tekrar sorgulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Ayrica diger enerji diizenleyici molekiiller iizerindeki etkisinin arastirilmasi
bliyiik katki saglayacaktir

Sonug olarak, FA’nin olusturdugu doku hasarmin yani sira, enerji
metabolizmasinda diizenleyici rol oynayan ASP ve SUB gibi hormon ve
proteinleri olumsuz etkiledigi, antioksidan 6zellikleri ile bilinen CAR’1in uygun
dozlarinin FA kaynakli tiim yikict etkilere karsi yararli oldugu, yliksek dozlarinin
ise zararli olabilecegi sOylenebilir.

Gelecekte yapilacak ileri ve kapsamli ¢caligmalar ile elde edilecek bulgular
1s181nda, ozellikle isi geregi FA’ya siklikla maruz kalan bireylerde olusan zararli
etkileri azaltmak amaci ile uygun doz CAR’in tek basina veya diger antioksidan

maddelerle kombinlenerek uygulanmasinin faydali olabilecegi kanaatindeyiz.
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