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1. OZET

Amag: Fizyolojik dozlarin tizerindeki formaldehit (FA); dokularda hasara neden
olmakta, antioksidan kapasiteyi diisiirmekte ve enerji metabolizmasinin
regiilasyonunu bozmaktadir. Antioksidan bir molekiil olan karnozin, formaldehit
maruziyetinin zararli etkilerini azaltabilir. Ayrica enerji metabolizmasinin
fizyolojisini bozan FA ile irisin miktarlar1 arasinda bir baglant1 da s6z konusu
olabilir. Dolayist ile bu calismadaki temel amacimiz diisiik, orta ve yiiksek doz
FA’ya maruz kalan (8 saat/glin; 5 giin/hafta) sicanlarin karaciger ve akciger
dokularinda; karnozinin (oral 100 mg/kg/giin) olumlu etkisinin olup olmadigini;
bu doku ve serumlarda irisin miktarlarinin ve antioksidan kapasitenin karnozine
bagli olarak nasil degistigini ortaya koymaktir.

Gerec ve Yontem: Agirliklar1 260-280 gr, yaslar1 8-10 hafta arasinda degisen, 48
adet Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar ¢alismaya dahil edildi. Serum,
karaciger, akciger doku silipernatantlarindaki irisin seviyesi ELISA yontemi ile
analiz edilirken total oksidan ve antioksidan kapasite REL yontemi ile tayin
edildi. Dokularin irisin tiretimleri immiinohistokimyasal yontemle ortaya kondu.
Bulgular: FA’nin dozu artikga, serum ve doku irisin seviyeleri ve total
antioksidan seviyesi kontrol degerlerine kiyasla azalirken; total oksidan seviyesi,
TUNEL ekspresyonlari, oksidan indeks ve apoptotik indeks ise artmaktaydi.
Irisin ekspresyonlar1 karacigerin Kupffer hiicrelerinde goriiliirken, akcigerlerde
parankimal hiicrelerinde yer almaktaydi.

Sonu¢: FA maruziyeti siganlarin serum, karaciger ve akciger dokularinda doz

bagimli olarak irisin ve total antioksidan miktarlarmi azaltirken serum ve



dokularda total oksidan kapasiteyi artirmakta ve karnozinin suplementasyonu ile

oksidatif stres azalarak histopatolojik ve biyokimyasal hasarlar diizelmektedir.

Anahtar Kelimler: Sican, Formaldehit, Karnosin, Irisin, TAS/TOS, TUNEL.



2. ABSTRACT

Biochemical, Histopathological and Immunohistochemical Investigation of
Carnosine Effects on Formaldehyde-Induced Oxidative Damage and Irisin

Hormone Alterations in Lung and Liver of Rats

Objective: The amount of formaldehyde (FA) exceeding the physiological doses
damages the tissues, reduces the antioxidant capacity and impairs the regulation of
the energy metabolism. Carnosine, an antioxidant molecule, may serve to offset
the harmful effects of formaldehyde exposure. Additionally, since formaldehyde
impairs the normal physiology of the energy metabolism, there may be a
correlation between irisin amount and formaldehyde exposure. Therefore, the
present study aims to examine whether carnosine (100 mg/kg/day) has favorable
effects on liver and lung tissues of male rats exposed to mild, moderate, and high
doses of formaldehyde (8 h/day; 5 days/week) and how irisin quantities in these
tissues and the serum change after carnosine supplementation and to show how
carnosine supplementation affects apoptosis and total oxidant and antioxidant
capacity.

Materials and Methods: The study included 48 Sprague-Dawley type male rats,
weighing 260-280 gr and 8-10 weeks of age. Irisin levels of the serum, liver and
lung tissue supernatants were analyzed by ELISA, while the REL method was
used to determine total oxidant/antioxidant capacity. Irisin production by the
tissues was detected immunohistochemically.

Results: Increasing doses of FA decreased serum and tissue irisin and total

antioxidant levels relative to the controls, as also to increases in TUNEL



expressions, total oxidant level, oxidant and apoptotic indices. Irisin expression
was seen in Kupffer cells of the liver and parenchymal cells of the lungs.

Conclusion: While FA exposure reduces irisin levels and total oxidant capacity in
the serum, liver and lung tissues of rats in a dose-dependent manner and increases
the total antioxidant capacity; carnosine supplementation reduces the oxidative

stress and restores the histopathological and biochemical signs.

Keywords: Rat, Formaldehyde, Carnosine, Irisin, TAS/TOS, TUNEL.



3. GIRIS

Formaldehit (FA); formik aldehit, metil aldehit, metanal, metil oksit
olarak ta bilinmektedir (1, 2). FA, fenol ve melamin re¢inelerin yapiminda, sunta
ve kontraplak imalatinda, ev temizlik {iriinlerinde, duvar kaplamalarinda,
mumyacilikta, tekstil iiriinlerinin islenmesinde, boya ve plastik maddelerin
yapiminda, kozmetik sanayide, dis macunlarinda, tibbi laboratuvarlarda koruyucu
stvi ve mikroorganizmalart Oldiirmesi sebebiyle bazi ambalaj maddelerinin
bilesiminde ve gida kaplarmin sterilizasyonunda yaygin bir bicimde kullanildig:
i¢cin yasamimizin 6nemli pargasi haline gelen bir kimyasal maddedir (1, 3). Ayrica
formaldehitin amonyak ile reaksiyonundan “urotropin” adinda bir bobrek ilac1 da

imal edilmektedir (4).

Toplumun hemen her kesimi formaldehite maruz kalsa da asil olarak
formaldehitin iiretildigi ve kullanildig1 endiistriyel alanlardaki meslek gruplari,
ozellikle de anatomistler, tahnitciler, histologlar ve patologlar formaldehite daha
fazla maruz kalmaktadirlar. Hayatimizin bir parcasi haline gelen (6rnegin her giin
giydigimiz ayakkabidan yavas salinimli olarak formaldehit olusmasi) formaldehi-
tin, l6semi, beyin, akciger ve kolon kanserleri ile baglantis1 oldugu bildirilmistir.
Yapilan hayvan deneylerinde formaldehitin; cilt, géz, menstriiel siklus, sinir,
iireme, sindirim ve solunum sistemleri {izerine olumsuz etkileri rapor edilmistir (1,

5-8).

Bu c¢alismada, anatomi laboratuvarlarinin ayrilmaz bir pargasi olan
formaldehitin tarihgesi, kimyasal yapisi, 6zellikleri, fizyolojik ve biyokimyasal

etkileri, akciger, karaciger lizerine etkileri, irisin hormonu iizerine etkileri ve


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Metanal&action=edit&redlink=1

ayrica ortaya ¢ikan olumsuz etkilerin bertaraf edilmesinde karnozinin rolii detayl

bir sekilde ele alind1.

3.1. Formaldehit ve Kaynaklan

Formaldehit (CH20) tiim memelilerde goriilen normal bir metabolit olup
aldehit ailesinin bir tiyesidir. Bitkiler ve hayvanlarda dogal yolla olusmaktadir (9).
Canlilarda glisin, serin, kolin ve metiyonin metabolizmasi sonucu endojen olarak
olugmaktadir (10, 11). Bu kaynaklardan baska N-metilli aminoasitler (sarkozin
vs.) spesifik enzimler yolu ile oksidatif demetilasyona ugrayarak formaldehite
dontstirler (5, 12). Metabolik yolaklar araciligi ile olusan formaldehit canlilarda
ptrinler, timidin ve bazi aminoasitlerin biyosentezinde kullanilmaktadir (13). FA,
karbonil grubunun bos olan iki bagna birer hidrojen baglanmasiyla laboratuvar

sartlarinda elde edilmektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Glimiis Varliginda Metil Alkolden 720 "C’de Formaldehit Eldesi

Formaldehit gilindelik yasamimizda kullandigimiz malzemelerdeki
molekiillerden, sdzgelimi sampuanlarda bulunan kuaterniyum-15’den, kozmetik
iirtinlerdeki 1,3-Bis(hidroksimetil)-5,5-dimetilmidazolidin-2,4-dion (DMD hidan-

tiyon, diazolidinil tire, imidazolidinil iire, 2-bromo-2 nitropropan-1-3-diol,



sodyum hidroksimetil glisinat gibi) koruyuculardan ve idrar yolu enfeksiyonlarma

kars1 kullanilan metenamin’den de yavas salmimli olarak olugsmaktadir (5, 6).

Sekil 2, bu 6nciil molekiillerin formaldehite doniisiimiinii gdstermektedir.
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Sekil 2. Kuaterniyum-15, DMD Hidantiyon, Diazolidinil Ure, imidazolidinil Ure,
2-Bromo-2 Nitropropan-1-3-diol, Sodyum Hidroksimetil Glisinat ve Metenamin’den

Formaldehit Olusumu



Sigara dumani da onemli bir FA kaynagi olup tek bir sigara 20 ppm
formaldehit salmimma yol agmaktadir. Bir paket sigara tiiketiminde 400 ppm
yaklasik (0.38 mg) formaldehitin dumanla viicuda alindig1 bildirilmistir. Pasif
icici ise tek bir sigaradan 0,4 ppm FA almaktadir (14).

FA’nin gaz hali (havadaki derisimleri) ppm (part per million= milyonda
bir; 1 ppm= 1.25 mg/m?®) birimiyle, sivi miktarlar1 mililitre (ml) birimiyle, doku
diizeyleri ise nanogram (ng) birimiyle ifade edilmektedir (15, 16). FA’nin ppm ve
mg/m?® birimleri; ppm= mg/m*x24.45/molekiiler agirhik formiiliiyle birbirlerine

cevrilir (15, 16).

3.2. Formaldehitin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Normalde renksiz bir gazdir (1). Kuvvetli elektrofilik olup bu 6zelliginden
dolay1 oda sicakliginda dahi gaz haline doniisebilmektedir. Piyasada yaygin olarak
bulunan %37-40’lik sulu ¢6zeltileri formol veya formalin olarak adlandirilmakta-
dir. FA’nin polimerize olmus hali paraformaldehit olup 1s1 ile depolimerize olabil-
mektedir (1, 14). Formalin ¢ozeltilerinde bir miktar metil alkol bulunmaktadir.
Gerek gaz hali gerekse sivi ¢Ozeltisi kendisine 6zgii, hosa gitmeyen bir kokuya
sahiptir (1). Ornegin, hidroklorik asit (HCI) ile bis (klorometil) eter buhar1 hizla
reaksiyona girer ve olusan bu madde kanser yapicidir (7, 14). FA yiiksek derisim-
lerinde yanici bir sividir. Kaynama noktasi 21°C, molekiiler agirhigi 30.03 g mol”,
erime noktas1 92 °C’dir ve Chemical Abstracts Service (CAS) kayit numarasi 50-
00-0’d1r. Su, eter, etanol ve asetonda ¢oziilen Formaldehit REACH’in RSL liste-

sinde (Restricted Substances List-Yasakli Maddeler Listesi) yer almaktadir (1).



REACH: Kimyasallarin kaydi, degerlendirilmesi, izni ve kisitlanmasini dngoren

bir Avrupa Birligi mevzuatidir (17).

3.3. Formaldehitin Kullanim Alanlar1 ve Tarihgesi

Alman kimyact August Wilhelm von Hofmann 1867 yilinda metanolii
okside ederek formaldehiti siv1 halde elde etmesiyle birlikte bir¢cok endiistriyel
alanda yaygm olarak kullanilmaya basland1 (Sekil 1). Diinya genelinde her yil
yaklasik 20 milyon ton %37’lik formol {iiretilmektedir (1). FA ilk olarak 1886
yilinda Loew (2) tarafindan bir antimikrobiyal ajan olarak, endiistriyel alanda ise
1910 yilinda Almanya’da bakalit yapiminda kullanilmistir (1). Gilinlimiizde ise
kimyasal Ozellikleri nedeni ile giinliik yasantimizda sik olarak karsilagilan bir
maddedir. Bina iirlinleri, zemin panelleri, sunta, yalitim malzemeleri, mobilyalar,
kumaglar, ayakkabilar, kagitlar, ilaglar, ekstazi gibi uyusturucularm iiretiminde,
boya ve plastik maddelerin yapiminda, ev temizlik iirlinlerinde ve duvar kaplama-
larinda kullanilmakla birlikte, mumyacilikta, fotograf¢ilikta ve mikroorganizmala-
r1 6ldiirmesi sebebiyle baz1 ambalaj maddelerinin bilesiminde yer almakta ve gida
kaplarinin sterilizasyonunda dezenfektan olarak kullanilmaktadir (5, 7, 16).
Patoloji, histoloji ve anatomi laboratuvarlarinda en sik kullanilan tespit soliisyonu
olup, dis hekimliginde kaplamalarin yapiminda, tipta inatg¢ sistit tedavilerinde ve

bazi ilaglarda da koruyucu madde olarak kullanim alani bulunmaktadir (7, 16).



3.4. Formaldehitin Kabul Edilebilir Simirlar1 ve Bu Simirlar Uzerinde

Zararh Etkileri

FA, basta solunum olmak {iizere, sinir sistemi, gastrointestinal sistem,
bagisiklik sistemi ve lireme sistemi lizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (5, 6,
8, 9, 14). FA siirekli gaz haline doniismekle birlikte suda da ¢oziinebilmektedir
(1). Mesleki Giivenlik ve Saghk Idaresi [The United States Occupational Safety
and Health Administration (OSHA)] calisanlarini korumak i¢in FA’nin havadaki
izin verilebilir smirlarin1 [permissible exposure limits (PELs)] ortalama sekiz
saatlik bir ¢aligma siiresinde, 0.75 ppm’i; giinde maksimum 15 dakikalik kisa
araliklarla maruziyette [Short-Term Exposure Limit (STEL)] ise 2 ppm’i
gecmeyecek sekilde smirlamistir (1, 6, 14). Amerikan hiikiimeti endiistriyel
hijyenistlerine gore ise [ACGIH (American Conference of Governmental
Industrial Hygienists)] giinde maksimum 15 dakikalik maruziyette asla 0.3 ppm
gecmemesi gerektigi bildirilmistir. OSHA tarafindan bildirilen rapora gore havada
0.1 ppm FA bulundugunda; gézlerde sulanma, hiriltili solunum, deri dokiintiileri,
alerjik tepkiler, gz, burun ve bogazda yanma ve {ist solunum yollarmin mukéz
membranlarinda hasar meydana gelir. 2 ppm konsantrasyonda goézlerde tahris
yaparken, 20 ppm’e bir kez bile maruz kalinsa korneada kalic1 matlagmaya neden
olmaktadir. 25 ppm iizerinde ise akcigerde 6dem ve karaciger dokusunda hasar
olusturmaktadir (5-9, 14). Is saghg1 ve giivenligi uzmanlar tarafindan 8 saatlik bir
isgiiniinde maksimum 3 ppm veya bir giinde 30 dakikalik siire icerisinde 10
ppm’lik FA yogunluguna miisaade edilmektedir (1, 6, 8, 9, 14). Formaldehitin

akut ve kronik etkileri Sekil 3’te 6zetlenmistir (3, 16, 18).
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Sekil 3. Formaldehitin Akut ve Kronik Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Anatomistler, tahnitgiler, histologlar, patologlar ve ayrica formaldehit
dretiminin yapildig1 meslek gruplari lizerinde yapilan ¢aligmalarda; 16semi, beyin,
akciger ve kolon kanserlerinden Olenlerin sayismin normale gore daha fazla
oldugu bildirilmistir. Yapilan hayvan deneylerinde formaldehitin; cilt, goz,
menstriel siklus, sinir, Gireme, sindirim ve solunum sistemleri lizerine olumsuz

etkileri oldugu gosterilmistir (5, 6, 8, 9, 14, 16).

FA organizmada fizyolojik bir metabolit olmasina ragmen viicutta depo
edilmez. Formik asite doniiserek idrar, diski yoluyla veya karbondioksite okside
olarak solunum yolu ile viicuttan uzaklastirilmaktadir (1). FA maruziyeti tim

biyolojik dokulara hasar vermektedir. Ancak bu ¢alismada FA maruziyetinin
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akcigerler ve karaciger lizerinde verdigi hasarlar arastirildigindan bu konu ile ilgi

bilimsel verilere deginildi.

3.4.1. Formaldehit Maruziyetinin Akcigerler Uzerine Etkileri

Formaldehit canli dokularda fizyolojik dozun iizerinde (fizyolojik doku
diizeyi: 3-12 ng/g) son derece toksiktir. 4.9 ppm FA’nin farelerde, 31.7 ppm’in
ise sicanlarda solunum sikliginda %350 azalmaya, akciger brons mukozalarmnda
hemorajik 6deme neden oldugu bildirilmistir (19). Genis kohort ¢alismalarinda
akciger kanseri ile formaldehit maruziyeti arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski oldugu bildirilmistir. 2 ppm FA’ya maruz kalan astimli hastalarda hafif
derecede hiperaktivite gozlenmis, ancak 1limli derecede egzersiz yapanlarda ise
hiperaktivite goézlenmemistir. Akcigerlerde 2-3 ppm’lik FA maruziyeti orta
derecede irritasyona neden olmaktadir (20, 21). Zararsiz ve arkadaglar1 (22) 2004
yilinda yaptiklar1 bir calismada FA maruziyetinin sican akcigerlerinde oksidatif
hasara yol ac¢tig1 ve bu hasarin melatonin suplementasyonu ile azaldigini rapor

ettiler.

3.4.2. Formaldehit Maruziyetinin Karaciger Uzerine Etkileri

Canlilarda dogal olarak iiretilen FA bir yana birakilacak olursa, eksoz
gazindan, sigara dumanindan, formalinden, giyeceklerden veya mobilyalardan
yavas salinimli olusan FA solunum yoluyla; meyveler, sebzeler, icecekler ve bazi
gidalardaki katki maddelerinde bulunan FA ise sindirim yolu ile insanlara
gecmektedir (1). Viicuda alinan FA, karaciger ve eritrositlerdeki FA dehidrogenaz

enzimi (FDH) araciligiyla formik asite (metanoik asit) metabolize edilmektedir.
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26 hafta FA’ya maruz kalan maymun, rat ve hamsterlerin karacigerlerinde
kiigiilme gozlemlenmistir (7, 8, 14, 18, 19, 23). FA’ya maruz kalan fare embriyo-
larinin karacigerinde kromozom kirilmalar1 ve poliploidler olustugu da rapor
edilmistir (24). Ingiltere’de kimya fabrikalarmda FA’ya maruz kalan bireylerde
karaciger kanserlerinde de artis oldugu bildirilmistir (25). insan karacigeri bir
dakikada 22 mg FA’y1 karbondioksite doniistiirme kapasitesine sahiptir. Karaciger
FA’y1 ya karbondioksite doniistiirerek ya da formik asit olusturarak elimine eder

(26). Ancak kapasite asiminda toksik etki olugsmaktadir.

3.4.3. Formaldehit Maruziyetinin Biyolojik Sistemlerde Meydana

Getirdigi Histopatolojik Degisiklikler

Formaldehite maruz kalan siganlarin nazal kaviteleri, akcigerleri ve
trakealar1 151k mikroskopu altinda incelendiginde; yassi epitel metaplazisi,
deskuamasyon ve dejenerasyon gibi degisiklikler olustugu rapor edilmistir (1).
Zwart ve arkadaglar1 (27) sigcanlarla yaptiklar1 bir calismada 0.5-2 ppm, 6 saat/giin
FA maruziyetinin dokularda ve hiicrelerde 6nemli bir degisiklige yol agmadigini,
ancak 15 ppm 6 saat/giin, 1-2 giin maruz kalindiginda, nétrofil infiltrasyonu,
otofajik vakuoller, mitokondrial yozlagsma, mikrovillus kaybi, goblet ve siliali
hiicrelerde hipertrofi, ¢ekirdek ayrilmalar1 ve piknotik hasar degisikliklerini iceren
histopatolojik degisiklerin olustugunu rapor etmislerdir. Ayrica yiliksek derisimler-
deki FA, solunum yollarinda mukus ve silia olusumuna ve akigkanligina mani

olmaktadir (19).

Fare ve sicanlar 40 ppm gibi yiliksek derisimlerdeki FA’ya maruz

birakildiklarmmda, agirlik kaybi, Oliim, uterus ve ovaryum hiperplazisi ile
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karsilastiklar1 rapor edilmistir. 10 ppm FA maruziyetinde de, nazal epitelde
metaplazi ve rinit gelistigi bildirilmistir (28). Ayrica Monticello ve ark (29).
Rhesus maymunlarini 6 ppm FA’ya maruz biraktiklarinda (6 saat/giin, 5 giin/hafta
ve 6 hafta boyunca), trakeanin yalanci ¢ok kath siliali epitelinde, nazal kavitenin
transisyonel epitelinde ve bronglar1 doseyen solunum yolu epitelinde orta dereceli
dejenerasyon ve metaplazi olustugunu ve silirenin uzamasi ile histopatolojik

lezyonlarm arttigini bildirmislerdir.

FA tiim sistem dokularma hasar vermektedir. Ancak bu ¢alismada
akcigerler ve karacigerdeki histopatolojik degisiklikler degerlendirildiginden bu
organlara odaklanildi. Yapilan her hayvan c¢alismasinin sonuglar1 insanogluna
hizmet odakli oldugundan burada da insan akciger ve karaciger embriyolojisi

histolojisi ve anatomisi genel hatlariyla ele alind.

3.5. Akcigerler
3.5.1. Akcigerlerin Embriyolojisi

Intra uterin hayatta; akciger epiteli, larinks trakea ve bronslarm epitelyum
ve bezleri, laringotrakeal olugun endoderminden meydana gelmektedir. Splanknik
mezodermden de; bag dokusu, diiz kaslar ve kikirdak yapi olusur. 4. Haftanin
sonunda laringotrakeal oluktan olusan laringotrakeal divertikulum da ucu
genisleyerek akciger tomurcugunu olusturur (30). Perikardioperitoneal kanallar
plevra bosluklarinin temelini teskil eder. Olusan tomurcuklar buraya dogru
geliserek bilateral ana bronglart olustururlar (31). Plevranin visseral tabakasi
splanknik mezengimden koken alir ve akcigerleri distan sarar. Parietal plevra ise

somatik mezodermden kdken alarak akcigerlerin en digmi sarar. Akcigerlerin
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olgunlagmasi psddoglandular donem, kanalikiiler donem, terminal kese donemi ve
alveolar donem olmak {izere 4 ana evrede incelenir (30, 31).

6. haftadan 16. haftaya kadar psddoglandular evre, 16. haftadan 26. haftaya kadar
kanalikiiler evre 26. haftadan doguma kadar terminal kese evresi 32. haftadan 8

yasa kadar ise alveolar evreyi olusturmaktadir (31).

3.5.2. Akcigerlerin Histolojisi

Trakea ana olarak iki primer brons, akcigere girmeden hemen Once ise
dallanarak iki sekonder bronsu olusturur (30). Akcigerlerin histolojik yapisi genel
hatlartyla Sekil 4’te goriilmektedir. Sekonder bronslar bronkopulmoner
segmentlere ayrilarak tersiyer bronslar1 olustururlar. Daha sonra tersiyer bronglar
olusur(8,3). Tersiyer bronglardan sonra sirasiyla dallanarak terminal bronsiyolleri,
respiratuar brongiyolleri ve duktus alveolarislerle devam eden hava yollari
terminal boliimii genisleyerek alveollerin acgildig1 bosluklar olan saccus
alveolarisleri (alveol keseleri) yapar (31). Bronslar1 kaplayan epitelyum yalanci
cok kath prizmatik epitel olup bronsioller de tek kath prizmatik ve daha sonra tek
katli kiibik epitel yerini alir. Terminal bronsiollere dogru ilerledik¢e tek katli
kiibik epitelyum goriilmeye baglar elastik liflerde artis goriilir. Terminal
brongiollerden sonra gaz degisiminin oldugu alveollerin acildig1 respiratuar
brongioller gelir (10). Baslangictaki bronglarda bulunan goblet hiicrelerinin yerini
terminal ve respiratuar bronsiollerde Clara hiicreleri almistir (30, 31). Gaz
degisiminin oldugu alveollere agilan alveolar duktuslar tek kathi yassi epitel ile
dosenmistir (31). Alveol kanallar1 saccus alveolarisleri olusturmak iizere

genislemekte ve yogun kollajen lif ve elastik diiz kas lifleri igermektedirler.
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Alveoller her bir akcigerde 150-250 milyon kadar bulunan gaz degisiminin oldugu
yerlerdir. Alveoller 200-250 pm ¢apindadir. Tek kathi yassi epitel ile doselidir.
%40 oranda Tip I alveoler hiicreler %60 oranda Tip II alveoler hiicreler olmak
tizere iki tip hiicre bulunur (30). Tip I alveoler hiicreler ¢ok ince, yassi
hiicrelerden, Tip II alveoler hiicreler ise vakuoler sitoplazmali yuvarlak veya
kiiboid hiicrelerden olugsmaktadir. Tip II alveolar hiicreler pulmoner siirfaktani
olusturur. Siirfaktan tabakasi, hava epitel araligindaki yiizey gerilimini diistirerek,
alveollerin gaz degisimini gergeklestirmek lizere yeterince genislemesini saglar

(30, 31).
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Sekil 4. Akcigerlerin Bronsiol-Alveoler Histolojik Gorlintimii

3.5.3. Akcigerlerin Anatomisi
Solunum sisteminin en énemli organi olan pulmones (akcigerler); pulmo

dexter (sag akciger) ve pulmo sinister (sol akciger) olmak tizere iki tanedir. Goglis
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boslugu (cavitas thoracis) i¢cinde mediastinumda akcigerlere girip ¢ikan arteriyel
ve vendz yapilar ve iki akcigeri birbirinden ayiran kalp bulunmaktadir. Akcigerler
gogiis boslugunun seklini almigtir. Her iki akciger simetrik olmayip her iki taraf
tepeden tabana kadar 25 cm ve yine her iki taraf 6nden arkaya cap1 15-16 cm’dir.
Yaklasik 625 gram olan sag akciger distan ice 10 cm, yaklasik 567 gram olan sol
akciger ise 7 cm’dir. Dis ylizli diizgiin ve parlak olan akcigerler kadinda viicut
agirhigini 1/43°1 erkeklerde ise 1/37’sini teskil etmekte ve pleura denilen iki kath
bir yaprak ile sarilmaktadir (32-38).

Sag akciger altta lobus hepatis dexter ile yakin komsu olup yukar1 dogru
itilmistir. Sol akciger ise orta mediastende yer alan kalp tarafindan itildiginden
(impressio cardiaca) dar ve uzunca durmaktadir. Mediastinal yiizeyi hafif i¢
konkav olan akcigerin bu yiizlinde pulmoner damarlar, sinirler ve bronslarin
gectigi hilum pulmonis sagda yuvarlak solda ise licgen seklindedir. Akcigerlerin
apex pulmonis denilen bir tepesi, basis pulmonis denilen bir taban1 bulunmaktadir.
Facies mediastinalis, facies costalis, facies diaphragmatica ve facies interlobaris
olmak tizere dort yiizden olusan yarim koni seklindedir (33-35, 37, 38).

Akcigerlerin anatomik yapis1 genel hatlariyla Sekil 5’te goriilmektedir.
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Sekil 5. Akcigerlerin Gross Anatomik Goriiniimil

Facies medialis veya facies mediastinalis denilen yiizde arka kisim
konkavdir. Columna vertebralis’in yan taraflar1 ile komsu olup bu kisma pars
columna vertebralis de denir. Pars mediastinalis ise bu kismin Oniinde kalan
kisimdir. Impressio cardiaca denilen kalbin oturdugu biylik c¢ukurluk bu
bdlgededir. Facies mediastinalis bazi organlara komsuluk eder ve bundan dolay1
birtakim ¢ukurluklar teskil eder. V. azygos sag akcigerde hilum pulmonis’in arka
ve yukar1 kismindaki kavisli oluga oturur. V. cava superior ise hilum pulmonis’in
yukar1 6n kisminda vertikal yondeki genis oluguna yerlesir. Ozofagus, sag
akcigerde hilum pulmonis ve lig. pulmonale’nin arka kismindaki oluga yerlesir
(35, 37, 39).

Sag akcigerde de sol akcigerde oldugu gibi impressio cardiaca bulunur.
Kalbin biiyiik kismi1 sol taraftadir. Arcus aorta, hilum pulmonis’in hemen {ist ve

arka tarafindaki genis oluktadir. Buradan apex pulmonis’e dogru a. subclavia
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sinistra yerlesir. Hemen 0On tarafta belli belirsiz bir sekilde v. brachiocephalica
sinistra bulunur. Radix pulmonis; hilum pulmonis’te bulunmakta olan bronchus
principalis, arteria ve vena pulmonalis ve aa. bronchiales’ten olusan anatomik
yapidir. Sag ve sol tarafta farklilik gosterir. Sag hilum pulmonis’te bulunan
olusumlar; bronchus principalis dexter’in Oniinde a. pulmonalis dextra’dir.
Onunda arkasinda aa. bronchiales dextra goriiliir. Bronchus principalis dexter’in
on ve alt tarafinda v. pulmonalis dextra ve bronchus’un c¢evresinde nodi
lymphoidei tracheo-bronchiales goriilmektedir. Sol hilus pulmonis’teki yapilara
bakildiginda, a. pulmonalis sinistra’nin bronchus principalis sinister’in 6n ve
istiinde oldugu goriiliir. Bronchus principalis sinister’in arkasinda ise aa.
bronchiales sinistra yer alir. V. pulmonalis sinistra ise, bronchus principalis
sinister’in on ve alt tarafindadir ve nodi lymphoidei tracheobronchiales,
bronchus’un ¢evresindedir (32- 38).

Sag akcigerin facies mediastinalis’inde sirasiyla arkadan 6ne dogru sag
hilum pulmonis ve impressio cardiaca goriiliir. Bu yiiziin {ist tarafinda sulcus v.
cava superior, arkaya dogru sulcus a. subclavia, iist taraf arkaya dogru ise sulcus
v. azygos bulunur. En arkada ise 6zofagusun gectigi bolgede sulcus oesophageus
bulunur (34-38).

Impressio cardiaca, sag taraftan daha derin olmak {izere hilum pulmonis
sinister’in Oniinde bulunur. Sulcus arcus aorta, impressio cardiaca’nin iizerindedir
ve bunun da lizerinde sulcus a. subclavia yer almaktadir. Orta hattin soluna dogru
yer almakta olan sulcus aorta descendens ve esophagus’un alt kismi ise sol
akcigerin facies medialis’inin arka alt kisminda silik bir oluk i¢inde bulunur. Sol

akcigerde facies costalis ile facies mediastinalis arasmmda margo anterior
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bulunmakta olup keskindir. Incisura cardiaca, kalbe ait bir konkavlik olup ice ve
asagiya dogru bakar. Burada sol akcigerin 6n kenar1 yukarida 2 ice konveks
asagida ise 2 asagiya ve ice konkavdir. Lingula pulmonis sinistri; sol akciger
lobus superior’unun asagi éne dogru uzantisidir. Columna vertebralis ve costae
arasinda bulunan kenara margo posterior denilmektedir. Margo inferior iki
kistmdan olusmakta olup, bunlar facies costalis ile basis pulmonis arasinda distaki
kisitm facies medialis ile basis pulmonis arasindaki kisim ise icteki kismi
olusturmaktadir (32-37)

Akcigerin apex pulmonis denilen tepesi, clavicula seviyesinin iizerinde
uzanir. Kiint bir yilizeydir. Arkada birinci kaburga hizasinda, ©6nde birinci
kaburganin sternum ile birlesim yerinin 2,5 ile 5 cm {izerindedir. Birinci torakal
spinal sinirle komsu olup 6nde ise a. subclavia’nin izi bulunur. Basis pulmonis
diafragma ile yakin komsu olup, facies diaphragmatica da denmektedir. Konkav
olan bu yliz sagda karacigerin sag lobu ile solda ise midenin fundusu, karacigerin
sol lobu ve dalak ile komsudur. Facies costalis, akcigerlerin en genis yiizldiir ve
kaburgalarin i¢ yiizl ile temastadir. Bu yiizde kaburgalarin biraktig izler goriiliir
(35, 36, 38).

Sag akcigerde ii¢, sol akcigerde iki lob bulunur. Sag akciger; lobus
superior, lobus medius pulmonis dextri ve lobus inferior diye ii¢ loba ayrilirken,
bu loblar1 fissura obliqua ve fissura horizontalis denilen yariklar ayirmaktadir. Sol
akciger’in lobus superior ve lobus inferior isimli iki lobunu fissura obliqua ayirir.
Akcigerin her bir lobu pulmoner alveolleri igeren ¢ok sayida kiiciik lobiillerden
olusmustur. Visceral pleura’nin uzantisi olan bag dokusu ile sarili olan bir

bronkopulmoner segment; tepesi hilum pulmonis’e dogru ydnelmis tabani ise
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akciger dis yiizine dogru olan bir piramit seklindedir (32, 36, 38). Her segmental

brongun yaninda akciger segmentine gelen bir arter dali ve sinirler vardir (32-37).

3.5.3.1. Plevra

Plevra, sag ve sol akcigeri bir kese seklinde ayri ayr1 saran ¢ift katl bir
seroz zardir. Sag plevra kesesinin bir kismi goglis boslugunun sag taraf ic
yilizeyini, bir kism1 da sag akcigerin yariklar1 da dahil olmak iizere akcigerin dis
yiizeyini kaplar. Diger kese ise ayni sekilde gogiis boslugunun sol yarisinda; sol
akcigeri, loblarmi, gogiis kafesini i¢ ylizeyden sarar.

Plevranin parietal yapragi; gégiis kafesinin i¢ yiiziinii, diaphragma’nin ¢ok
biiyiik bir boliimiinii orttiigii gibi mediastinum’u da yanlardan sinirlar. Plevranin
visseral yapragi, akciger yiizeyini ve loblar arasindaki yiizleri orter. Aralarindaki
kapiller araliga cavitas pleuralis denir ve solunum sirasinda kolaylik saglayan bir
siv1 igerir. Plevranin iki yapragmin birbirlerine yaklasarak olusturduklar1 boliime
lig. pulmonale adi verilir. Bu ligament akcigerleri destekler (35-37).

Bifurcatio trachea’dan sonra iki ana bronsa ayrilir. Her bir ana bronsun
akciger i¢ine uzandig1r bu anatomik yapida yabanci partikiillerin, sag ana bronsa
ka¢ma olasilig1 daha yiiksektir. Ciinkii sag ana brons daha kalin ve daha dikey
konumludur. Lober bronslar1 ve segmental bronslar1 olusturmak iizere ana
bronglar segmentlere ayrilirlar. Bronsiyoller denilen daha kiigiik tiibiiller bronsgiyal

agacin ilerleyen asamadaki segmenter devamini teskil ederler (32, 35, 36).
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3.5.3.2. Akcigerlerin Lenfatik Drenaji

3.5.3.2.1. Lenf Diigiimleri

Akcigerler, plevra ve mediastinum’u toraksin visseral lenf diigiimleri
drene eder. Radix pulmonis ve hilum pulmonis’te bu lenf diiglimleri ¢esitli gruplar
halinde bulunmaktadir: Genis bronslar boyunca nodi lymphoidei pulmonales, esas
olarak hilum pulmonis’te nodi lymphoidei bronchopulmonales (34-36, 38),
interlober, lober, segmental, subsegmental ve intraparenkimal intrapulmoner
digtimleri olusturmaktadir (32, 35-38).

Bifurcatio trachea’nin yakininda trakeobronsiyal lenf diiglimleri
bulunmaktadir. Trakeobronsiyal ve trakeal lenf diiglimleri akciger ve bronslarin
bircok boliimiiniin lenfatik drenajimi alir (32, 33, 36, 38). Bu gruplardan olusan
digtimleri, list ve alt paratrakeal, subaortik, retrotrakeal ve subkarinal diigiimleri

icerir (32, 36-38).

3.5.3.2.2. Lenf Damarlan

Akcigerlerin lenf damarlari, ilk olarak nodi lymphoidei pulmonales’lerden
drene olur. Bu lenf digiimlerinin efferentleri nodi lymphoidei broncho-
pulmonales’lere, bunlarin efferentleri de nodi lymphoidei tracheobronchiales’lere
acilir. Akcigerlerde yiizeyel lenf damarlar1 ve derin lenf damarlar1 olmak {izere iki
tip lenf damar1 bulunmaktadir. Yiizeyel lenf damarlari, fissiir kenarlar1 boyunca
uzanir ve nodi lymphoidei bronchopulmonales’e drene olur. Derin lenf damarlar1
ise nodi lymphoidei bronchopulmonales’e ulagsmak i¢in hilum pulmonis’i geger.
Bronglar ve pulmoner damarlar ile birlikte radix pulmonis’e dogru seyreder ve

akciger dokusu i¢inde bulunan nodi lymphoidei pulmonales’e dokiiliir. Buradan
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ayrilan lenf damarlar1 radix pulmonis’teki nodi lymphoidei broncho-
pulmonalis’lere drene olur. Bu lenf nodiillerinde toplanan akciger lenfasi dnce
nodi lymphoidei trocheobronchialis’e, daha sonra da nodi lymphoidei broncho-

mediastinalis’e dokiiliir (35, 36, 38).

3.5.4. Alveoller

Akcigerlerin gaz degisiminin meydana geldigi fonksiyonel birimlere
pulmoner alveoller denir. Alveollerin duvarlar1 tip I alveolar hiicreler ile tip II
alveolar hiicreler ile dosenmistir. Alveolus’larin yilizey gerilimini azaltan bir
fosfolipid olan akciger surfaktani Tip II alveolar hiicreler tarafindan salgilanir (32,

33-38). Akcigerlerin baslica fonksiyonlar1 Sekil 6 de 6zetlenmistir.

Respiratuar Fonksiyonlar

Non Respiratuar Fonksiyonlar

Sekil 6. Akcigerlerin Baglica Fonksiyonlari
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3.6. Karaciger

3.6.1. Karaciger Embriyolojisi

Embriyonun 4. Haftasinda kalbin salgiladig: fibroblast growt faktor (FGF)
ile bipotent hiicreler etkilenerek hepatik divertikiil olusumunu uyarir. Karaciger
ventral bir ¢ikint1 seklinde 6n barsagin kaudal kismindan gelisir. Septum
transversuma dogru uzanan bu divertikiile karaciger tomurcugu denilmektedir.
Karaciger taslagi tomurcugun kranialdeki daha biiyiik par¢asindan gelismektedir.
Endoderm hiicreleri ¢ogalarak karaciger i¢i hiicre kordonlarm1 ve safra
kanallarinin karaciger dokusu i¢indeki kismini olusturur (31). Hematopoez 6.
haftada baslarken safra iiretimi 12. Haftada baslamaktadir. Kapali olan ekstra
hepatik safra kanallarinda zamanla vakuoler yapilar olusarak kanala doniisiir.
Karacigerin visseral peritonu mezogastriumdan olusmaktadir. Umblikal korddan
¢ikan umblikal ven karacigere dogru ilerler ve lig. falciforme boyunca devam eder

(30, 31).

3.6.2. Karaciger Histolojisi

Hepatositler, 20-30 pum c¢apindadir. Polihedral yap1 gosterirler. Tim
karacigerin %80’ini teskil ederler (30). Karaciger parankimi hepatositlerin
organize diziliminden olusmustur. Karaciger lobiiliiniin histolojik yapis1 genel
hatlariyla Sekil 7°de goriilmektedir. Dizilim gdsteren bu hiicre kordonlar,
aralarinda bulunan kapiller ve sinuzoidal araliklarla biitiinliik teskil eder. Disse
araliklar1 da denilen perisinilizoidal araliklar Siniizoid endoteli ile hepatositler
arasindadir. Hepatosit tarafindan sentezlenen protein ve lipoproteinler,

perisiniizoidal aralikta kana transfer edilir (30, 31).
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Karaciger parankiminin organizasyonu ile ilgili ii¢ 6nemli karaciger lobiil
modeli vardir (31). Bunlar; klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniisiidiir.
1. Klasik lobiil; sinuzoidlerin drene oldugu santral venin ortada bulunarak 1smnsal
tarzda hepatositlerin dizilim gosterdigi altigen seklindeki lobiil seklidir (30, 31).
2. Portal lobiil; Portal alanm ortada bulundugu Ug santral venin arasindaki iiggen
sekilli alandir (30).
3. Karaciger asinusu; karaciger parankiminin en kii¢iik fonksiyonel birimini
ifade eder (30) ve baklava dilimi seklindedir. iki portal alan arasinda kisa eksen,

iki santral ven arasinda ise uzun eksen bulunmaktadir (30, 31).

Sekil 7. Karaciger Lobiiliiniin Histolojik Goriiniimii
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3.6.3. Karaciger Anatomisi

Yetigkinlerde yaklagik olarak 1500 gr olan karaciger (KC); makroskobik
olarak da ayirt edilebilen dort lobdan olugmaktadir. Agirhig: erigkinde viicudun
1/50’sini teskil ederken, infantta ise 1/20’sine tekabiil eder (38-40). Karaciger
anatomik olarak sag ve sol iki biiylik lobu olusturmak tiizere iki derin yarikla
boliinmiistiir (38). Bundan baska lobus quadratus ve lobus caudatus olmak tizere
iki kiigiik lob icerir. Diafragmanin altinda mide ve barsaklarin iizerinde seyrederek
karin boslugunun en fazla yukari sag kismini teskil edecek sekilde sola dogru
uzamim gosteri. Onde KC’in iist smir1 sagdan sola dogru sag linea
medioclavicularis’in 4. interkostal araligin en yliksek noktasini caprazladig:
yerden sola ve biraz asagi dogru ilerleyerek 5. sag kikirdak kosta hizasindan
gectikten sonra linea mediana anterior iizerinde proc. xiphoideus tabani hizasina
gelir (38-40). Daha sonra sola dogru ilerleyerek sol 6. kikirdak kostanin sternum
ile birlestigi noktay1 ¢aprazlayarak linea mediana anterior’un 8 cm soluna kadar
ilerler. KC’in iist sinir1 linea mediana posterior iizerinde 9. torakal omur cisminin
alt kenar1 hizasindan baslayarak sag linea paravertebralis’in 10. interkostal araligi
caprazladig1 yere gelir. Buradan sonra sag linea axillaris’in yedinci interkostal
aralig1 caprazladig1 yere gelir. Arkada KC’in alt sinir1 linea mediana posterior
iizerinde 11. torakal omur cisminin ortasi hizasindan baglayarak sag 12. kostanin
alt kenarin1 saga dogru takip ederek, daha sonra sag arcus costalis’i takip ederek
sag 10 kikirdak kosta ile sag 9. kikirdak kostanin birlestigi yerden sola dogru
ilerleyerek, sol 7. ve 8. kikirdak kostalarin birlestigi yerde sol arcus costalis’e
ulagir (38-41). Kismen peritonla ortiilii olan karacigerin iist, arka ve alt olmak

lizere li¢ ylizii bulunmakta olup iist arka, alt arka ve alt olmak iizere ii¢ kenar1
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bulunmaktadir. Facies diaphragmatica peritonla ortiiliidiir. Lig. falciforme hepatis
ile lobus hepatis dexter ve sinister denilen iki loba ayrilmaktadir. Lobus hepatis
dexter, sag AC ve sag pleura diaphragmatica ile komsudur. Ust yiiziin sag kismi,
kostalarin olusturdugu impressiones costales denilen izler igermektedir. Sag arcus
costalis diginda kalan kisim karin 6n duvarma komsu olup, st yiiz orta kisim
pericardium ve kalp ile komsuluk yapar. Bu yiizde ayn1 zamanda impressio
cardiaca kalp ile komsuluk yapan kismi1 icermektedir. Ust yiiz sol kisim sol pleura
diaphragmatica aracilig1 ile sol akcigerin facies diaphragmatica’si ile komsuluk
yapar. Arka yiizde peritoneum yoktur. Bu bolgede KC fibroz bag dokusu ile
diaphragma’ya tutunmustur. Bu bdlgeye pars affixae faciei diaphragmaticae da
denilmektedir. Ayni1 zamanda peritonla kapli olmadigi icin area nuda da
denilmektedir. Area nuda’nin sag tarafindaki olukta sulcus v. cava inferior
bulunmakta olup buradan v. cava inferior gegmektedir (38-41).

KC arka yiiz orta kisimda columna vertebralis‘ e ait girinti bulunur. Arka
yiiz sol tarafta fissura ligamenti venosi’nin devami izlenir. Arka yiliz daha sola
dogru impressio oesophageale bulunur ki buradan 6zofagus geger. KC’de facies
visceralis’de H harfi seklinde oluklar bulunmaktadir. Bu oluklar1 olusturan
yapilar; sag 6nde vesicae felleae’nin bulundugu fossa vesicae felleae, sag arkada
v. cavae inferior’un bulundugu sulcus v. cavae inferioris, sol arkada lig.
venosum’un bulundugu fissura ligamenti venosi, sol dnde lig. teres hepatis’in
bulundugu fissura ligamenti teretis’ten olusmaktadir. Sol arkada bulunan lig.
venosum burada v. porta ile v. cava arast ductus venosus’a ait regrese olmus
yapmin ligamentidir. Porta hepatis ortada bulunmakta olup; v. portae, a. hepatica

propria, safra yollari, lenf damarlar1 ve sinirlerin girip ¢iktig1 kap1 vazifesi géren
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onemli bir anatomik olusumdur. Portae hepatis dniinde lobus quadratus arkasinda
lobus caudatus bulunur. Portae hepatis peritonsuzdur. Ductus hepaticus communis
de portae hepatis’teki Onemli bir anatomik yapidir. Safra, KC iginde
olusturulduktan sonra kiiciik safra kanalikiillerine oradan da safra kanallarina
ulagir. Daha biiyiik safra yollarmin baslangici olarak ductus hepaticus dexter ve
sinister birlesir ve ductus hepaticus communis’i olusturur. Porta hepatis’teki
yapilanmaya gOre a. hepatica propria, ductus hepaticus communis’in sol ve
oniinde; v. portae, ductus hepaticus communis’in arkasinda bulunur. Plexus
hepaticus, sempatik ve parasempatik lifler igerir ve bu anatomik olusum da yine
porta hepatis’te bulunur (38-41). Karacigerin anatomik yapist genel hatlariyla
Sekil. 8’de gosterilmistir (39).

Lobus hepatis dexter: En 6nde flexura coli dexter’e ait impressio colica
bulunur. Buranin biraz arkasinda sag bobrege ait impressio renalis goriiliir. Daha
arka ve biraz solda sag glandula supra renalis’e ait impressio suprarenalis,
impressio renalis’in biraz sol tarafinda ise pars desendens duodeni’ye ait
impressio duodenalis yer alir.

Lobus hepatis sinister: Sol lobun ortasinda fundus ventriculi’ye ait
impressio gastrica, en arka kisimda esophagusa ait impressio oesophageale
bulunur.

Lobus quadratus: Arkada portae hepatis, sagda fossa vesica fellae, solda
fissura ligamenti teretis bulunmaktadir. Bu lobda ayrica pars pylorica ve pars

superior duodeni’ye ait impressio duodenalis bulunur (38, 39).
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Sekil 8. Karacigerin Gross Anatomik Goriiniimii

Lobus caudatus: Bu kismin Oniinde portae hepatis, sagda sulcus venae
cavae inferioris, solunda fissura ligamenti venosi bulunmaktadir. Sol 6n uzantisi
proc. papillaris olarak adlandirilmakta olup, bu kisim portae hepatisin arka sol
kenarin1 yapar. Sag 6n uzantist proc. caudatus, fossa vesica fellae’y1 sulcus v.
cavae inferior’dan aywrir. Lig. venae cavae, v. cavae inferior arkasindan gegerek
lobus hepatis dexter ile birlesir.

KC’in peritonsuz kisimlarina bakacak olursak; a) Portae hepatis, b) Fossa
vesicae fellae, ¢) Sulcus v. cavae inferioris, d) Fissura ligamenti venosi, e) Fissura
ligamenti teretis ve f) Lig. coronarium’un iist ve alt yapraklari arasindaki area

nuda’dir.
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KC’in ligamentleri arasinda; lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig.
hepatorenale, lig. triangulare dextrum, lig. triangulare sinistrum periton kaynakli
olup; lig. teres hepatis ise v. umbilicalis’in kapanmasi ile olusmustur. Bunlardan
baska yine periton katlantist olan omentum minus’tan olusan lig. hepatogastricum

ve lig. hepatoduodenale bulunmaktadir (38, 39, 41).

3.6.3.1. Karacigerin Kan Dolasim
Karacigerin gorevleri itibar1 ile kanlanmas1 6zellik gostermektedir. Buna
gore karaciger iki ayr1 sistem ile kanlanir. Bunlardan biri v. porta (portal ven)

digeri ise a. hepatica’dir (38, 39, 41).

3.6.3.1.1. Vena Portae Hepatis

Karacigere gelen kanin %70-80'ni teskil eden v. porta, karacigerin
fonksiyonel damaridir. V. porta’yr olusturan sindirim organlarinin vendz kani
olup; v. mesenterica inferior, v. mesenterica superior ve v. lienalis’in birlesmesin-
den ibarettir. Sindirim sistemindeki tiim besleyici maddeleri toplayan bu kan
oksijen miktar1 bakimindan fakirdir. V. porta ayni zamanda pankreas’dan ve
gastrointestinal sistemin enteroendokrin hiicrelerinden salgilanan bazi hormonlari,

dalak’tan ise alyuvar yikim {riinlerini ve diger atiklar1 toplayarak karacigere tasir

(38, 39, 41).

3.6.3.1.2. Arteria Hepatica Communis

A. hepatica communis karacigerin besleyici damari olup, ana olarak

aorta’dan ayrilan truncus coeliacus’un dahdir. Karacigere gelen kanin %20-30'unu

30



teskil eden bu kan oksijence zengindir. Hem v. porta hem de a. hepatica
karacigere porta hepatis’den (karaciger kapisi, hilum) girer. Karaciger
lobcuklarmnin aralarindaki portal alanlar1 olusturan Glisson li¢genleri, Kiernan
araliklar1 gibi portal alanlarda lobuller arasi arteriol ve veniilleri olustururlar.
Sinuzoidlerle agizlasan bu damarlarin devam ise vena centralis’lere baglanirlar.
A. hepatica ile aorta’dan gelen oksijenli kan ile v. porta ile sindirim
sistemi organlarindan gelen besinleri tasiyan kan, lobul sinuzoidleri iginde
birbirine karigmaktadir. A. hepatica ve v. portanin doniisii tektir ve lobcuk
boyunca ilerledik¢e daha cok sinusoid alir ve ¢ap1 gittikge artarak vv. hepaticaea
adin1 alir. Daha sonraki seyrinde ise karacigerin diafragmaya bakan yiiziinden iki
veya daha fazla kol halinde organi terk eder ve v. cava inferior’a agilirlar.
Karacigerde lenfin olustugu yer Disse araliklari’dir. KC i¢inden gelen lenf
yollar1 trabekulalar1 takip ederek capsula hepatis’i gecer ve KC’in dis yiiziine
gelirler. Peritoneum altinda lympha ag1 yaptiktan sonra KC’in iist yliziindekiler
lig. falciforme hepatis ve diaphragma’y1 gecerek nodi lymphoidei mediastinales
anteriores’e KC’in arka yiiziindekiler, v. lienalis ve v. cava inferior ¢evresindeki
lenf nodlarina, KC’in alt yiiziindekiler ise porta hepatis yakinindaki lenf nodlarina

dokiiliir (38, 39, 41).

3.6.4. Karacigerin Bashca Fonksiyonlar

Karaciger (KC) yasam i¢in temel organlardan biridir. Bu organ dig ve i¢
salgi yapabilen en biiylik i¢ organdir. Sindirim kanalindan emilen besinler
karacigerde islenmektedir. Islenen bu besinlerin bir kisnu sonradan kullanilmak

lizere depolanirken, diger bir kismi ise viicudun diger organlar1 tarafindan
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kullanilmak {izere dolasima salinmaktadir. Karaciger hem ekzokrin hem de
endokrin gorevleri olan bir organdir. Bu organda 500’iin iizerinde kimyasal
reaksiyon gerceklestirilmektedir. Karacigerin baslica gorevleri genel hatlariyla
Sekil 9°da verilmistir (38, 39, 41).

Bu organin 6nemli olan gorevlerini ifade edecek olursak;

1) A, D, K gibi vitaminlerin dolasimdan alinarak depolanmasi ve biyokimyasal

modifikasyonu.

2) Barsak yolu ile viicuda giren bakterilerin veya yabanci partikiillerin fagosite

edilmesi.

3) Demir metabolizmasinda gorevli albumin, lipoprotein ve glikoprotein gibi

diger tasiyici maddelerin sentezinde gorev almasi.

4) Embriyonal donem ve yetigkinlerin baz1 hastalik durumlarinda hematopoezde

gorevli olmasi.

5) Enerji kaynaklarinin (lipitler, karbonhidratlar ve proteinler) metabolizmasinda

endokrinolojik faaliyetlerde bulunmak.

6) Koagulasyon kaskatinda gorevli protrombin ve fibrinojen gibi proteinlerin

sentezinde gorev almasi.
7) Toksik maddelerin ve ilaglarin metabolize edilmesinde gorev almasi.

8) Viicutta olusan metabolik artiklarin {iireye donistiiriilerek bobreklerden

atilmasinda faaliyet gdstermesi.

9) Yaglarin sindiriminde primer gorevli olan safray: iireterek duodenum ikinci

kismina bosaltmak gibi bir¢cok hayati fonksiyonlar1 bulunmaktadir (36, 37).
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Karbonhidrat Metabolizmasi Yag Metabolizmas

Protein Metabolizmasi

Diger Metabolik Olaylar

Sekil 9. Karacigerin Baglica Fonksiyonlar1

3.7. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Formaldehit; biyolojik dokulardaki hasari, oksidan ve antioksidan dengeyi
bozarak yapmaktadir (42). Bu baglamda Kus ve arkadaglar1 (43), 2004 yilinda
erkek sicanlara 14 giin boyunca giinasir1 olarak %10’luk formaldehiti
intraperitonel (i.p) yolla vermisler ve ayn1 zamanda 25 mg/kg dozunda melatonin
uygulamiglardir. Formaldehite bagli olarak prefrontal kortekste oksidatif hasar
olustugunu ve bu hasarmn verdikleri melatonin ile 6nlendigini bildirmislerdir. Bu
arastirmayi takiben Zararsiz ve arkadaslar1 (22), 2005 yilinda formaldehite maruz
kalan sicanlarin karaciger dokusunda oksidatif hasar olustugunu ve bu hasarin da

omega 3 yag asitleri verilmesi ile azaldigini bildirmislerdir. Yine 2007 yilinda
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yapilan bir baska c¢aligmada, formaldehitin neden oldugu hipokampustaki
oksidatif hasarm omega 3 yag asidi verilmesi ile onlendigini rapor etmislerdir

(44).

3.7.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller en dis yoriingesinde bir yada daha fazla sayida
eslesmemis elektron igeren, insan ve hayvanlarda besinlerin oksijen kullanilarak
mitokondride enerji doniisiimii esnasinda, elektron transport zincirinde meydana
gelen elektron kagaklar1 sonucu olusan, son derece reaktif ve stabil olmayan atom
veya molekiillerdir (45).

Molekiiler oksijen (02), singlet oksijen, hidroksil radikal, siiperoksit anyon,
hidrojen peroksit, nitrik oksit radikal, hipoklorit radikal, c¢esitli lipid peroksitle
hiicre i¢inde olusan oksidan (serbest radikaller) maddelerdir. Serbest radikallerin
olusumu ve hiicrelerdeki hasar mekanizmalar1 ve bertaraf edilme yolaklar1 kisaca
Sekil 10°da 6zetlenmistir (45). Normal fizyolojik siirecte ortaya ¢ikan serbest
radikaller sinyal iletiminde ve bakterilere karsi organizmayi korumada gorev
almaktadir (46). Ancak iskemi, hemoraji, intoksikasyonlar, travma, kirli hava,
sigara dumani, ultraviyole 1sinlari, alkol, ozon, nitrojen dioksit, kiikiirt dioksit,
benzen ve formaldehit gibi bir¢ok kimyasal molekiil, serbest radikallerin
fizyolojik smirlarin stiine ¢ikmasina aracilik ederek, yaslanma, artrit,
ateroskleroz, diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir. Serbest radikaller araciligiyla gelisen hiicre hasarlanmalarinda 3 ana

reaksiyon bulunmaktadir (45, 47).
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Sekil 10. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari, Olusan Bu Radikallerin Yol
Actig1 Hiicre Zedelenmeleri ve Bu Zedelenmelerin Ortadan Kaldirilmasi I¢in Devreye
Giren Organeller ve Molekiillerin Karsilikl1 Etkilesimleri

1- Membranlarin lipit peroksidasyonu

Serbest radikaller ortamdaki oksijen (O2) ile reaksiyona girerek hiicre ve
organel membranlarindaki fosfolipitlerin oksidasyonuna yol agmaktadir. Serbest
radikaller ile tepkimeye giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniiserek
membranda hasar zincirini ilerletirler.

2- DNA par¢alanmasi

Serbest radikaller, DNA’da tek iplik kirilmalarina neden olmaktadir.
Serbest radikaller aracilifiyla DNA’da olusan bu kirilmalar hiicrelerde tiimor

olusumuna veya hiicre dliimlerine yol agmaktadir.
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3- Proteinlerin ¢apraz baglanmasi

Serbest radikaller siilfidril gruplariyla etkilesip, proteinlerde ¢apraz
baglanmalara yol agarak proteinlerin pargcalanmasinin hizlanmasina ve bu
proteinlerde enzimatik aktivitenin kaybima neden olmaktadirlar.

Serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki bu dengenin
serbest radikaller yOniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana
gelmektedir (48-51). Hiicre icinde bu zarar1 6nleyen c¢esitli molekiiller bulunmakta
ve bunlara antioksidan denmektedir. Giiniimiizde serum oOrneklerinde total
antioksidan ve oksidan miktarlar1 dlgiilerek hiicrelerin oksidatif strese yanitlar

hakkinda bilgi edinilmektedir (50, 51).

3.7.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar 3 ana baslik altinda toplanmaktadirlar (45, 52);

1- Enzimatik antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD); katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz, paraoksanaz.

2- Endojenik antioksidanlar: Seruloplazmin ve transferrin gibi serum proteinleri
veya sistein, glutatyon ve D-penisilamin gibi siilfidril iceren bilesikler.

3- Ekzojenik antioksidanlar: Selenyum, B6 ve B12 vitaminleri, C vitamini, folik
asit, E vitamini, kahve, ¢inko ve karnozin gibi maddelerdir.

Ayrica son yillarda ozon; canli organizmalarda, siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi antioksian enzim
sistemlerini uyararak etki gosterdiginden ekzojenik antioksidanlar arasinda
diisiiniilsede antioksidan ziyade oksidan molekiiller arasinda yer almaktadir (53).

Ozonun bakterisidal, viriisidal, fungusidal etkileri, kanin oksijen tasima
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fonksiyonunun diizenlenmesi, sistemik homeostazi destekleyici-onarici etkileri,
detoksifikasyon etkileri, analjezik etkileri ve kanin pihtilasma mekanizmasinin
diizenlenmeside gorev almaktadir.

Burada ifade edildigi gibi ¢ok sayida antioksidan molekiil bulunmaktadir.
Ancak bu ¢alismada sadece antioksidan molekiillerden karnozinin FA’nin zararl
etkilerini bertaraf etmede roliiniin olup olmadiginin arastirilmasi planlandigindan

sadece karnozin hakkinda detayl bilgi verilecektir.

3.8. Karnozin

Karnozin (B-alanil-L-histidin) ilk kez 1900 yilinda kas dokusunda Rus
bilim adam1 Gulevitsch tarafindan kesfedilmis ve yapis1 ortaya ¢ikarilmistir (Sekil
11). Karnozin biyolojik olarak aktif olan peptidlerin en basiti ve yapisi ilk aydin-
latilanlardandir (54). Karnozinin kas dokularinda proton diizenleyeci gorevide
bulunmaktadir (55). Karnozin insan dahil bazi omurgalilarda dogal olarak
sentezlenen endojenik dipeptitdir. Organizmada dogal olarak sentezi baslica

alanin amino asitin konsantrasyonuna bagli oldugu ileri siiriilmiistiir (54, 55).

N=\ N=\
~ NH o ~ NH
RS O
OH + /\)k /\)k OH
HoN HoN OH H,N H
0o @)
L-histidin beta-alanin Karnozin (beta-alanil-L-histidin)

Sekil 11. L-histidin ve f-alaninden Karnozin Elde Edilmesi
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3.8.1. Karnozinin Doku Dagilimlarn

Dokulardaki karnozin konsantrasyonlar1 diyet bagimli olup, vejeteryan
diyetle beslenenlerde doku diizeylerinin diigiik oldugu bildirilmistir. Ayrica
hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda travma, sok, aclik ve enjeksiyon gibi hadiselerin
karnozinin doku diizeylerini etkiledigi bildirilmistir (55). Karnozin canlilarda en
fazla iskelet kasinda olmasma ragmen diger dokularda da 6rnegin, mide, bobrek,
kalp kasi, beyin ve goz kiiresinde de bulundugu rapor edilmistir (55). Plazma,
karaciger ve akcigerde ise Olgiilebilir diizeyde olmadig: bildirilmistir. Gastrokne-
mius kasinda karnozin miktarinin cinsiyete (erkeklerde daha yiiksek) ve yasa gore
degistigi (yasla azaldig1) ve bazi kaslarda % 0.2 - 0.5 oraninda net kitlesel artisa

neden oldugu bildirilmistir (54, 55).

3.8.2. Karnozinin Biyolojik Etkileri

Su ana kadar yapilan ¢aligmalar karnozinin bir¢ok biyokimyasal olaylarda
anahtar rol oynadigmi gostermektedir (Sekil 12). Oral olarak verilen karnozin
hiperglisemik ratlarin retinal kan damarlarinda hasar1 engellemektedir (56).
Ayrica N-asetil karnozin ihtiva eden g6z damlas1 uygulanmis bireylerde katarakt
gelisimi, bulanik goérme, hatta kdr olmanin engellendigi de bildirilmistir (57-59).
Bugiin Rusya’da % 5 karnozin ihtiva eden goz damlalar1 tibbi alanda kullanilmak-
tadir (60, 61). Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarda da koruyucu rolii
bulunmaktadir (62-64). Karnozin, doksorubisin (65, 66) ve siklofosfatamid (67,
68) gibi ilaclarin yan etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Karnozin alkol kullanan-
larda karaciger enzimlerinin artigmni engelleyerek ve lipid peroksidasyonunu

Onleyerek siroz ve yagli karaciger olusumunu da yavaslatmaktadir (69). 24 hafta
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boyunca i¢cme sularma 30 mg/kg karnozin katilan obez farelerin serumlarinda,
kolesterol ve trigliserid diizeylerinin diistigli gozlemlenmistir. Ayrica bu farelerin
sistolik ve diyastolik basinglarini diistirerek bobreklerde hasar olusumunu

azaltmistir. Karnozin diyabetik nefropati gelisimini de engellemektedir (70).

.
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Sekil 12. Karnozinin Metabolik Yolaklar1 (Kaderi), Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Kohen ve arkadaslar1 yaptiklari iki karnozin ¢alismasinda yara iyilesmesini
hizlandirdigin1 ve immunostimiilan oldugunu, ayrica metal iyonlarini baglayarak
antioksidan 6zellik gdsterdigini ve serbest radikalleri temizledigini bildirmislerdir
(71, 72). Karnozin onemli bir anti-aging ajan olup etkilerini de muhtemelen
yukaridaki saydigimiz yollarla yapmaktadir (73, 74). Ayrica karnozinin hiicre

bdliinmesini de artirdig1 bildirilmistir (75-77). Karnozinin biyolojik sistemlerdeki

39



etkileri genel hatlartyla Sekil 12°da goriilmektedir (53-56). Insanlarda yasa bagh
olarak ortaya ¢ikan el ve yiizlerde meydana gelen kirisikliklar karnozin suplemen-
tasyonu ile azalmaktadir (73, 74, 79). Deneysel olarak yaslanma olusturulan
farelerde karnozin verilmesi hayvanlarin fiziksel goriiniimlerinde iyilesmeye ve
yasam siirelerinin uzamasina neden olmustur (54, 80). Karnozin insan hiicresinin
yasam siiresini uzatmaktadir (54). Ayn1 zamanda karnozin glioblastoma gelisimini

de inhibe etmektedir (81).

3.8.3. Karnozinin Antioksidan Ozellikleri

Karnozinin yukarida saydigimiz olumlu katkilar1 muhtemelen antioksidan
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Karnozinin antioksidan etkisi ilk kez 1985°de
gosterilmistir (82). Daha sonra ise bir¢ok arastirmaci tarafindan antioksidan etkisi
teyit edilmistir. Siiperoksit, hidroksil ve nitrojen radikallerinin ve ¢ok kuvvetli
olarak da singlet oksijen molekiiliiniin temizleyicisi oldugu rapor edilmistir (54).
Karnozinin antioksidan 6zelliginin bobrek, beyin, miyokard, iskelet kas1 ve spinal
kord gibi farkli doku ve organlarda iskemiye karsi koruyucu etki gésterdigi birgok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (55, 82, 83). Bundan baska karnozin
suplementasyonu, oksidatif stres sartlarinda, proteinlerin ve membran lipitlerinin
oksidatif hasarini engellemektedir (54). Karnozin hiicredeki protein agregasyonu-
nu azaltmakta, kiiltiire edilmis insan fibroblastlarini ve lenfositlerini, asetaldehitin
toksik etkilerine kars1 korumakta ve kiiltiire edilmis rat beyin endotel hiicrelerinin
lipid peroksidasyonunu engellemektedir (54-57). Karnozinin abdominal aort
cerrahisinde aortik iskemiye bagli akciger hasarmi da azalttigr bildirilmistir (55,

84).
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Daha Once bahsettigimiz gibi formaldehit antioksidan kapasiteyi
diistirmekte ve enerji metabolizmasinin regiildssyonunu bozmaktadir. Enerji
metabolizmasinda gorevli en son kesfedilen hormon irisindir (85). Calismanin bu
boliimiinde beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna ¢evirerek enerjinin 1s1
olarak ortaya ¢cikmasini saglayan ve bu 6zelliginden dolay1 da enerji metabolizma-
smin diizenlenmesinde ronesans etkisi yaratan irisin hormonu hakkinda genel

bilgiler verilecektir.

3.9. irisin

Irisin, 2012 yilinda Bostrdm ve arkadaslar1 (85) tarafindan kesfedilmis
olup, 112 aminoasitlik peptid yapisina sahip ve 10.1 kD agirhigmdadir (Sekil 13).
Bu arastirmacilar irisin adini, Yunan mitolojisinde tanrilardan fani insanlara
miijdeli haberler getiren Thaumas ile Elektra’nin kizi olan Ebemkusagi
(gdkkusagi)’nin sembolii “Iris”den tiiretmislerdir (85, 86). Ayrica Bostrdm ve
arkadaslar1 (85) Irisin molekiiliiniin saf 112 amino asitten olusmadigmi ve
glikoprotein yapida olabilecegini de ileri siirmiislerdir. Cilinkii yaptiklar1 western
blot analizlerinde multiple bantlar rapor etmiglerdir. Goriilen bu multiple bantlar
sekrete olabilen ve glikozlanan proteinlerin genel 6zelligi oldugu bilinmektedir.
Daha sonra bagimsiz arastirmacilar tarafindan glikoprotein yapida oldugu teyit
edilmistir  (87-89). Irisindeki bu glikosilasyonun nasil oldugu heniiz

aydinlatilamamaigtir.
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Sekil 13. irisin Hormonun Amino Asit Dizilimi (Fare, Sigan ve Insanlarda Ayni1 Dizilim)

3.9.1. irisin Hormonunun Bashca Doku Dagihmlan

Egzersiz sonrasinda iskelet kasi dokularinda irisin’in prekiirsorii olan
fibronektin tip III domain 5 (FNDC5) m-RNA ekspresyonlarinin ve protein
(irisin) miktarlarinin arttig1 western blot yontemiyle gdsterilmistir (90-93). Daha
sonra yapilan immiinofloresan ve immiinohistokimyasal yontemler irisinin iskelet
kas dokusunun sadece epimisyum, perimisyum kisimlarinda ve kit miktarlarda da
“A” bandinda oldugunu gostermektedir (86, 94-97). Iskelet kasindan baska, kalp
kasi, sinir kilifi, leydig hiicreleri, karaciger, pankreas, tiikiiriik bezi, konnektif bag
doku, ter bezi ve subkutan adipoz doku gibi bir¢ok dokuda da sentezlenmektedir
(86, 96). Ayrica fotal dokularda da irisin sentezlendigi rapor edilmistir (86).

Irisinin prekiirsorii olan FNDC5 mRNA’s1 en yiiksek kas dokusu olmak
iizere, sirayla, rektum, perikardiyum, intrakraniyal arterler, kalp, dil, optik sinir,

beyin, ovaryum, ovidukt, hipofiz, seminal vezikiiller, adrenal bez, 6zofagus, vena
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kava, bobrekler, penis, retina, testis, iiretra, mesane, spinal kord, karaciger, ince

bagirsak, tonsil, tiroid ve vajina dokularinda gosterilmistir (91).

3.9.2. Irisin Hormonunun Biyolojik Sivilara Salinimi

Irisin, fare ve insan dokularimda FNDC5’den bir kirilma {iriinii olarak
olugmaktadir (Sekil.14). FNDCS5 ayni1 zamanda fibronectin tip III repeat (tekrar)
containing (tasiyict) gene (FRCP2) ve peroksizomal protein (PeP) olarak da
bilinmekte ve iki bagimsiz grup tarafindan 2002 yilinda kesif ve karakterize
edilmistir (97, 98). Transmembran FNDCS5’in molekiiler agirlig1 yaklasik olarak
32 kD’dur ve hiicresel FNDCS ile kiyaslandiginda daha biiyiiktiir. Bu farklilik
FNDCS5’in C-terminal bolgesinde kirilarak sekrete oldugunu gostermektedir. Fare
FNDC5’1, 29 amino asitlik bir sinyal peptid bunu takip eden 94 amino asitlik
single FNIII fibronectin domain ve bir C-terminal olmak lizere ii¢ kisimdan
olugmaktadir (99). Fare ve insan irisinleri birbiriyle %100 benzerlik gosterirken,
insiilin ile %85, glukagon ile %90, leptin ile %83 benzestigi ve evrimsel siireg

icinde 1yi korundugu bildirilmistir (96).

3.9.3. irisin Hormonunun Bashca Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Irisinin ana fonksiyonu beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna
cevirerek enerjinin 1s1 olarak ortaya ¢ikmasimi saglamaktir (85). FNDCS geninin
ekspresyonu egzersiz, 1s1 veya sogukla indiiklendiginde, kahve renkli yag dokusu
hiicrelerinin mitokondrial membranlarmm i¢ kisimlarinda bulunan uncoupling
protein—1 (UCP1)’in sentezini arttrrmaktadir (96). Sentezi artan bu protein

(UCP1)’den dolayr protonlar mitokondriyal membrandan geri sizmakta ve
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gradiyent kayip olmakta (proton gradiyenti kayip olmazsa ADP, ATP’ye
donistiiriiliir) ve enerji yerine 1s1 liretimi gerceklesmektedir. Normal kigilerde
alinan gidalardan olusan enerji aktivitelerde, 1s1 olusumunda ve az bir kismi da
yag olarak depolanmaktadir. Eger irisin derisimleri fizyolojik dozun altinda
kalirsa (genel olarak fizyolojik miktar 100-150 ng/ml kabul edilmektedir, ancak
bu miktar kullanilan kitten kite deg§ismektedir) obezite ile sonu¢lanmaktadir (96).
Obezite gittikce yayginlasan onemli bir halk sagligi sorunu olup organizmada yag
kiitlesinin artmas1 ile karakterizedir (100, 101). Irisin termojenik bir ajan
oldugundan yag kiitlesinin azaltilmasinda 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir
(85). Irisinin baslica fizyolojik ve biyokimyasal etkileri Sekil 12’ de

goriilmektedir (96).

Bebeklik doneminde; kahverengi yag dokusunun, bebegin viicut 1sisinin
diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmesine ragmen, eriskin donem fizyolojisinde
ne ise yaradigi irisin hormonunun kesfine kadar bilinmiyordu. Irisinin kesfi, yag

doku metabolizmasmin aydimlatilmasinda Ronesans etkisi yaratmstir (102).
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Sekil 14. Irisin’in Sentezlendigi Baslica Dokular ve Muhtemel Biyokimyasal ve
Fizyolojik Etkileri

3.9.4. irisin’le Ilgili Hayvan ve insan Calismalar

Yapilan hayvan ve insan calismalar1 daha ¢ok egzersiz ve irisin baglantisi
iizerine yogunlasmistir. Ancak sonuclar birbiriyle ¢eliskilidir (96, 103, 104).
Bostrom ve calisma arkadaslar1 (85) egzersizlerden sonra FNDC5’in olagan {istii
arttigin1 gézlemlemislerdir. Bostrom ve calisma arkadaslar1 (85) bu verileri ortaya
koyduktan hemen sonra Timmons ve ekibi de (105) FNDCS5’in gergekten iskelet
kasindaki artigin egzersize bagl olup olmadigini ortaya koymak icin 24 sedanter
geng erkegi 6 haftalik yogun bir egzersiz programina dahil ettiler, egzersiz
sonrasinda alman iskelet kasi biyopsilerinde FNDC5 m-RNA miktarlarinda

degisme olmadigini rapor ettiler. Timmons ve arkadaslar1 ayrica 10 geng ve 10
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yasl denege bu kez agir egzersiz yaptirdilar, egzersiz sonrasinda yasli deneklerin
iskelet kasi biyopsilerinde FNDC5 m-RNA miktarlarinin, gen¢ denekler ile
kiyaslandiginda %30 artis gosterdigini bildirdiler. Bagka bir egzersiz ¢aligmasinda
fareler li¢ hafta boyunca serbest teker kosusuna maruz birakilmis ve irisin miktar-
larinin egzersiz sonrasinda % 65 oranda arttig1 goriilmiistiir (106).

Lecker ve arkadaslar1 (107) ise sistolik kalp yetmezligi olan 24 hastaya
disiik ve yiliksek aerobik performans uygulamislar, yiiksek aerobik perfomans
yapanlarda FNDC5 m-RNA miktarlarinin arttigin1 rapor etmislerdir. Yine bir
baska caligmada egzersiz yaptirilan ailesel hiperkolesterolemik (familial hyper-
cholesterolemic=FHM) ve normal domuzlarin deltoid ve triceps brachii’lerinde
FNDCS5 m-RNA miktarlarinda bir artis gozlenmezken sadece FHM I domuzlarin
dolagimdaki irisin diizeylerinde bir artis gdzlemlenmistir (88). Raschke ve arka-
daslar1 da (89) endurance ve strenght training egzersiz yaptirdiklar1 deneklerden
aldiklar1 iskelet kasi biyopsi numunelerindeki FNDC5 m-RNA miktarlarinin
egzersiz Oncesi ve sonrasma gore farkli olmadigini dolayist ile farelerde goriilen
yararli etkinin insanlar i¢in uygulanamayacagmi ifade etmislerdir. Aydin ve
arkadaslar1 (108), yasli ve geng¢ farelere yiizdiirme egzersizi uygulamislar ve
uygulamanin sonunda egzersize bagli olarak dolasimdaki irisin miktarinin arttigmni
bildirmislerdir.

Irisinin 1s1 ile mi yoksa egzersizle mi daha fazla salindigin1 anlamak igin;
45 dakika egzersiz veya 45 dakika hamamda dus yaptirilmis, egzersiz ve dus
sonrast irisin miktarlarinda artis oldugu ve hamamda dus alma ile daha fazla
irisin’in dolagima ve tiikiiriige gectigini rapor edilmistir. Irisin artis1 obez

deneklerde daha fazla olmustur (95).
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Irisinin egzersiz ile ilgili baglantisin1 arastiran calismalara ek olarak diger
metabolik olaylarla iliskisini arastiran c¢aligmalar da yapilmistir. Yapilan bir
calismada irisin seviyeleri obezlerde 353.1+18.6 ng/ml bulunurken kontrollerde
ise 198.4+7.8 ng/ml bulunmustur. Erkek deneklerde irisin seviyeleri erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksek bulunmustur (96, 103, 104). Kilo kaybi ile irisin
seviyeleri azalmakta ve dolasimdaki irisin seviyeleri viicudun yag kiitlesini
yansitan bir gosterge olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Diger bir anlatimla irisin
miktarlar1 yag kiitlesi ile dogru orantihdir. Bariatrik cerrahisi geciren obez
hastalardan alt1 ay sonra iskelet kasi ve kan oOrnekleri alinmis, iskelet kasi
orneklerinde FNDC5 mRNA ve ayrica dolasimdaki irisin seviyelerinin azaldigi
bildirilmistir (91).

Dolasimdaki diisiik irisin seviyeleri ile kronik bobrek hastaliklari (109),
alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi (110) ve tip 2 diyabet (111, 112) gibi
hastaliklar arasinda bir baglant1 oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda yapilan bir
calismada da FNDCS5/irisin seviyeleri ile insiilin duyarlili1 arasinda negatif bir
iligki bulunmustur (113) ve FNDC5 genetik varyasyonlar1 da insiilin duyarlili-
ginda rol oynamaktadir (114) .

Yukaridaki genel bilgileri bir arada diisiindiigiimiizde, formaldehit bircok
dokuda hasara neden olmakta, antioksidan kapasiteyi diisiirmekte ve enerji
metabolizmasmin regiildisyonunu bozmaktadir. Antioksidan molekiiller, bu
hasarlarin ortadan kaldirilmasimna aracilik etmektedir (48-50, 52). Karnozin beta-
alanil-L-histidin'den olusan bir antioksidan dipeptiddir. Yapilan hayvan
modellerinde karnozinin, kanser gelisimini engelledigi, alkole bagh olusan

oksidatif stresten korudugu ve etanoliin neden oldugu karacigerdeki hasar1 ortadan
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kaldirdig1 rapor edilmistir (54, 55, 61, 64, 69, 73). Bu nedenlerle karnozinin,
formaldehit maruziyetine bagl zararli etkileri bertaraf etmede rol alabilecegi
diisiiniilmektedir. Karnozin Rus kimyact V.Gulevich (54, 55) tarafindan 1900
yilinda kesfedilmesine ragmen, formaldehitten en fazla hasar goren karaciger ve
akciger dokular1 lizerindeki etkileri bugiine kadar ¢alisilmamistir. Ayrica; Liu ve
Bai (115), 2005 yilinda formaldehitin postnatal ratlarin beyin korteks noronlarinda
enerji metabolizmasmi olumsuz etkiledigini gostermelerine ragmen, bu enerji
dengesinde gorevli olan irisin hormonu ve total antioksidan kapasite {lizerine
karnozinin etkileri ile ilgili calisma bulunmamaktadir. Dolayisi ile bu caligmada
temel amaclarimiz:

1. Cesitli dozlarda formaldehite maruz kalan ratlarin karaciger ve akciger
dokularinda karnozinin olumlu etkisinin olup olmadigini ortaya koymak ve ayrica
bu doku ve serumlarda irisin derigimlerinin karnozin verilmesine bagli olarak
nasil degistigini,

2. Formaldehit maruziyetinin, antioksidan kapasiteyi diistirdiigiine gore
karnozin verilmesinin antioksidan kapasite iizerine nasil etki ettigini ortaya

¢ikarmaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar ve Deney Prosediirleri

Bu c¢alismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Baskan-
liginin 09.05.2013 tarih ve 2013/04 sayili toplantisinin 62 nolu karar onayi ile
baslanmistir. Calismada agirliklar1 260-280 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 48
adet Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar, baslangicta her grupta rast gele 6

hayvan olacak sekilde 8 esit gruba ayrildi ve deney 4 hafta siirdii.

4.2. Deney Gruplan

I) Kontrol: normal atmosfer havasma maruz birakilan siganlar; FA
solumayan siganlar;

IT) Sham: deney siiresi boyunca ayni 6l¢iilerdeki fanus igerisinde karnozin
(K) 100 mg /kg/glin oral olarak verilen ve normal atmosfer havasma maruz
birakilan sicanlar (FA solumayan siganlar;

IIT) Diisiik doz formaldehite (5.27+0.24 ppm; 8 saat/giin, 5 gilin/hafta)
maruz kalan siganlar (DDFA); IV) DDFA maruz kalan + K verilen siganlar; V)
Orta doz (10.02+0.16 ppm; 8 saat/giin, 5 giin/hafta) formaldehite maruz kalan
sicanlar (ODFA); VI) ODFA’ya maruz kalan + K verilen sicanlar; VII)Yiiksek
doz (15.240.19ppm; 8 saat/giin, 5 gilin/ hafta) formaldehite maruz kalan sicanlar
(YDFA); VIII) YDFA’ya maruz kalan + K verilen sicanlar. Cumartesi ve Pazar
giinleri harig, sicanlar (kontrol ve sham hari¢) saat sekizden itibaren haftanin bes
giinii sekiz saat,100X50X20 cm’lik cam kafeslerde (Sekil 15) formaldehite maruz

birakildi. Saat 16.00°da sicanlar otel odasina getirildi ve deney 4 hafta siirdii. Bu 4
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hafta siiresince hayvanlar 22+1 °C’de 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda

tutuldu.

Sekil 15. Cam Kafes, Pamuk FA Kiireleri, Hava Pompasi ve FA Rezervularlari

Hayvanlarin formaldehite maruz kalma prosediirii daha 6nce (16) tarif
edilen prosediire ufak bir modifikasyon yapilarak tatbik edildi. Paraformaldehit
(Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Almanya), FA maruziyet deneyi ve 6zel sigan
kafesleri kisaca sdyledir. Once 8 adet 20x50x100 cm ebatlarindaki cam fanus
yapildi. Her kafese hava giris ve ¢ikisin1 saglamak icin iki adet 0.5 cm ¢apinda
delik acild1. Formaldehitin esit dagilimmi saglamak amaciyla cam fanus 0.1 cm?
lik ¢apli tel elek ile bir taraf 70 cm, diger taraf 30 cm olacak sekilde ikiye ayrildi.
Ikiye boliinen bu kisimlarin tavanina biri siganlar1 yerlestirmek (70 cm) i¢in digeri
formaldehit miktarlarmi takviye etmek i¢in 10.5 cm ¢apinda pencereler agildi

(Sekil 16).
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Sekil 16. Dis1 Beyaz Pamuk Iple Oriilmiis 5 gram Agirligindaki Pamuk Kiirelere FA
Takviyesi Yapilirken

Havadan agir olan formaldehitin dibe c¢oOkiigiinii Oonlemek icin, cam
fanuslarin 30 cm’lik kisminin tavanina asmak iizere 4.5 gramlik pamugun iizerine
0.5 gram ince beyaz pamuktan yapilmis ip sarillarak 1.0 cm capinda kiire
olusturuldu. DDFA seviyesi i¢in birer pamuk kiire, ODFA formaldehit seviyesi
icin ikiser pamuk kiire, YDFA formaldehit seviyesi i¢in iicer pamuk kiire cam
fanuslara asildi. Ayrica cam fanusun FA diizeylerini istenen seviyede tutmak i¢in
50 mililitrelik ependorf tiiplerine 40 ml %37’lik FA eklenerek hava pompasina
bagli serum setlerindeki damla ayarlayic1 aparat ile kontrol edilebilen bir FA
deposu olusturuldu ve bu aparat cam fanuslara acilan delikle yerlestirildi. Sekiz
saat siiresince pompalar dakikada 0.01-0.02 ppm formaldehit takviyesi yapacak
sekilde ayarlandi. Aslinda bu pompalar FA takviyesi saglamadan ziyade

formaldehitin dibe ¢Okmesini Onlemek ve formaldehitin cam fanus iginde
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homojen dagilimina saglamak amaciyla kullanilan hava pompalariydi. Formalde-
hitin ortama yavag salinimini1 saglayan pamuk kiireler 3-4 giinliikk sabit FA
salinimi1 yapabiliyordu (Sekil 16; YDFA maruziyeti i¢in kafesin tavaninda asili 3
adet top). Cam kafes icindeki FA konsantrasyonu, siirekli olarak OSHA
(Occupational Safety and Health Administration) tavsiyeli, kalibrasyonu yapilmis
bir FA monitérii (Environmental Sensors Co. Boca Raton FL 33432 USA-
Catalog No: ZDL-300) ile tespit edildi. Sekiz saatlik agirlikli ortalamaya gore
[Doz= (konsantrasyon X zaman) / 8 saat] istenen konsantrasyonlar ayarlandi.
Formaldehit seviyesinin diismesi halinde, %37’lik formaldehitten yeniden 1 ml
pamuk kiirenin merkezine enjekte edildi. Bilindigi gibi baz1 insanlar isleri geregi
(6rnegin patologlar, anatomistler) giinde sekiz saat FA’ya maruz kalmaktadirlar.
Bu FA hayvan deneyinde ger¢ek yasam ile bagdasmasi i¢in kontrol ve sham
grubu hari¢ diger tiim gruplar sekiz saat siiresince solunum yolu ile FA’ya maruz
birakildi. Hayvanlar giinliik sekiz saat formaldehite maruz brrakildiktan sonra
FA’s1z bir ortama alinarak normal rat yemi ile ad libitum su ve beslenmeye devam
edildi. Kontrol ve sham grubu sicanlar havaya karisan formaldehitten
etkilenmesin diye benzer kafeslerde farkli bir odaya alindi. Sekiz saatlik siire
sonunda tiim siganlar ayni yerde beslenmeye alindilar. Hayvan yemleri Elaz1g

Yem Sanayi A.S. fabrikasinda hazirlandi. Yemlerin terkibi Tablo 1 goriilmektedir.
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Tablo 1. Deney Hayvanlarina Verilen Sigcan Yeminin Terkibi

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 K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B», 1,2 mg Be, 0,006
mg B, 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. ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan
olusur.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki siganlar anestezi altinda sakrifiye

edildi ve dokular1 ¢ikarildi (Sekil 17).

Sekil 17. Aragtirmacilar Tarafindan Sicanlarin Dokularimin Cikarilmasit ve Muhafazaya
Alinmasi
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Sakrifikasyondan sonra kanlarin yaris1 lipid ve glukoz parametrelerini
calismak icin diiz biyokimya tiiplerine, diger yaris1 da 500 Kallikrein inbitor Unit
(KIU) aprotinin igeren biyokimya tiipleri igine alind1 (113). Aprotinin ihtiva eden
bu tiipler irisini proteazlardan korumaktadir ve irisin konsantrasyonlarmi

belirlemek i¢in kullanildi.

4.3. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Kimyasallar

Tezin bu kisminda, 6nce kullanilan cihazlar ve aletler sonra ise kullanilan

kimyasallar alfabetik siraya gore verildi.

Kullanilan Cihazlar ve Aletler

1. AEC kromojen kiti: TA-125-HA, Lab Vision Corporation, CA 94539, ABD
2. Anti irisin sigan doku kiti (Kat no: H-067-17). Phoenix, ABD
3. Aprotinin (Trasylol): Bayer Tiirk Kimya San Ltd. Sti., Istanbul, Tiirkiye

4. Biotinylated Goat Anti-Mouse: Lab Vision (Thermo Fisher Scientific) TM-
125-BN; Fremont CA 94538, USA.

5. Buzdolab1: VesteIB2PL2303WCP Ankara, Tiirkiye.
6. Deney tiipii: Borosilikat cam tiip (12 x 75 mm).

7. Derin dondurucu: Argelik 2573D, Tiirkiye.

8. Doku homojenatdr cihazi

9. ELISA Cihaz1 (BioTek Instruments, ABD)

10. Ependorf: ETPP 0004 Eppendorf tubes (polypropylene), Isolab Laborgerate
GmbH, Almanya

11. Etiiv: Niive FN500, Tiirkiye.

12. Formaldehit 6l¢iim cihazi (Catalog No: ZDL-300; Environmental Sensors
Co. Boca Raton FL 33432 ABD)

13. Fosfat Tamponu (P4417-100 TAB 021M8204, Sigma, Aldrich, Londra
Ingiltere)
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Fotograf Makinesi: DF295-Leica.

Irisin kiti (cat no:), Phoenix, ABD.

Karnozin (Sigma-aldrich, Chemie GmbH, Miinih, Almanya).

Mavi pipet ucu: Isolab laborgeridte GmbH, Almanya.

Mikrodalga 1sitict: Argelik 553, Tiirkiye.

Mikroskop: Olympus BX50.

Mikrotom: 1 - Leica RM 2125RT Microsystems nussloch GmbH, Almanya
Otoanalizor: Olimpus 2700.

Otomatik pipet: 1 - Biohit proline 100 pl

Parafin takip cihazi: Shandon Cryotome SME 77200101, Ingiltere.
Paraformaldehit (Merck KGaA, 64271), Darmstadt, Almanya).

pH metre: Thermo Electron Corporation, Orion 3 starpH, Benchtop, ABD.

Polizinli lam: POLYSINETM 25x75x1.0 mm Art. No. 041400 Menzel-
Glaser, Almanya.

Santrifiij: Hettich Universal K2S, Tuttlingen, Almanya.

Sar1 pipet ucu: Isolab laborgerite GmbH, Almanya.

Shaker: Oxoid Itd. RS911, Basingstok Hants, ingiltere.

Spekrofotometre: Thermo Spectronic Heios alpha, Cambridge, ingiltere

Streptavidin peroxidase: Lab Vision (Thermo Fisher Scientific) TS-125-HR;
Fremont CA 94538, ABD.

Su banyosu: Niive BM402, Tiirkiye.
Tris: Sigma Aldrich, Londra, Ingiltere.

TUNEL KITI: (Millipore, ApopTag Plus, peroxidase, in situ apoptosis
detection kit Temecula, CA, 92590, ABD.

Vorteks: Niive MN110, Tiirkiye.
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4.4. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Karaciger ve Akciger dokular1 -80 ‘C’den alindiktan sonra 200 mg olacak
sekilde tartildi. Dokulardaki kan ve artiklar1 uzaklagtrmak i¢in ii¢ kez fosfat
tamponuyla yikandi. Daha sonra her bir doku igerisinde 500 KIU/ml olacak
sekilde ayarlanan ependorflarin igerisine yerlestirildi. Her bir ependorf igerisine
200 ml 0.5 mm ¢apli zirkonyum oksit boncuk (beads)'larinden konuldu. Biitiin
ornekler bir ml’ye tamamlanacak sekilde fosfat tamponu ilave edildi.
Mikrosantriflij tiiplerinin agizlar1 kapatilip Bullet Blender adindaki homojeni-
zatorlin icerisine yerlestirildi (Sekil 18). Homojenatorde 5 dakika homojenize
edildi. Tam homojenize olmayan akciger dokular1 5 dakika daha homojenize
edildi. Elde edilen silipernatant tabaka baska ependorflara aktarildi. Tekrar 10
dakika daha 4000 rpm'de santrifiij edildikten sonra istteki siipernatant
biyokimyasal analiz ve enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

calismalarinda kullanilmak iizere ayrildi ve derhal ¢alisildi.

1
|
i

6’1/.'/5} | = 4
sindor” § | 4

Sekil 18. Doku Siipernatantlarinin Hazirlanmasinda Kullamlan Homojenizatoriin Genel
Gortintimi
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4.5. Analitik Olciimler

4.5.1. Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS)
Olciimleri

4.5.1.1. TAS Olciimii

Serum TAS diizeyleri Invitro Laboratuvarmmda Olympus AU2700
otoanalizoriinde Rel Assay Total Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve
Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak o6l¢iildi (117).

Prensip: Ornekteki antioksidanlar, asetat tampon (0,4 mol/L, pH:3.6)
soliisyonunun igerisinde bulunan konsantre haldeki koyu mavi-yesil renkli
ABTSe+ (30 mmol/L) [2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)]
radikalini indirgenmis renksiz ABTS sekline ¢evirir. Yiiksek pH’daki asetat
tampon (0.4 mol/L, pH:5.8) soliisyonu ile diliie edildiginde 6rneklerde bulunan
antioksidanlar sayesinde ABTS molekiilii indirgenir ve renk acilir. Orneklerde
bulunan antioksidan maddelerin konsantrasyonu ile renkteki a¢ilma arasinda ters
orant1 vardir. Spektrofotometrik olarak saptanan absorbans degisikligi 6rnekteki
antioksidan seviyesiyle iligkilidir. Stabil antioksidan standart soliisyonu (Trolox
equivalent) ile kalibrasyon yapilir. Vitamin E analogu olan Trolox ile reaksiyon

hiz1 ayarlanir ve birimi Trolox equivalent/L’dir (117).

4.5.1.2. TOS Olgiimii
Serum TOS diizeyleri Invitro Laboratuvarinda Olympus AU2700
otoanalizoriinde Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic.

Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii (118).
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Prensip: Ornekte bulunan oksidan ajanlar ferrdz iyon selatdr kompleksini
ferrik iyona okside ederler. Reaksiyon okside edici molekiiller tarafindan
stirdiiriiliir. Ferik iyonu, asidik ortamda bulunan kromojen ile renkli bir kompleks
yapar. Spektrofotometrik olarak Olgiilen rengin yogunlugu orneklerde bulunan
oksidan maddelerin miktar1 ile dogru orantilidir. Bu Olgiim yontemi hidrojen
peroksit ile kalibre edilir ve sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksid
equivalent (umol H2O» Equiv./L) olarak 6lciiliir. Oksidatif stres indeksi (OSI),
toplam oksidan seviyenin (TOS) toplam antioksidan seviyeye (TAS) bdliinmesi

hesaplanir ve birimi Arbitrary Unit (AU)’dir (118).

4.6. Baz1 Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Sigcanlardan alian kanlar aprotinin ihtiva eden ve etmeyen olmak {izere iki
ayr1 diiz biyokimya tiiplerine alindi. 4000 rpm’de santrifiij edilerek serumlari
ayrildi ve c¢alisilincaya kadar -80°C’de saklandi. Aprotinin ihtiva etmeyen
biyokimya tiiplerine alinan kanlarda, total protein ve albumin, kan glukozu, lipid
profili, total kolesterol, (yiiksek dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-K), diisiik
dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-K) ve ¢ok yiiksek dansiteli lipoprotein-
kolesterol (VHDL)] o6lgiildii. Aprotinin ihtiva eden tiiplerden elde edilen

serumlarda da irisin derisimleri Ol¢tildii.

4.6.1. Numunelerde irisin Diizeylerinin Olciimii

Ratlarin serum, karaciger ve akciger supernatantlarinda irisin diizeyleri,

Irisin Enzyme immunoassay (EIA) kiti (Phoenix Pharmaceuticals, katalog no:
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EK-067-16, Burlingame, USA) kataloglarinda belirtilen ¢alisma prosediirlerine

uygun olarak ¢alisild1 (Sekil 19).

Standart kuyucuklarina irisin standartlarindan 50 pL. 6rnek
kuyucuklarina 6rneklerden 50 pL ilave edildi.

!

Blank kuyucugu hari¢ tiim kuyucuklara 25 pL primer
antibody ve 25 uL biotinlenmis peptid ilave edildi.

'

Plate 120 dakika 20-23 °C’ de inkube edildikten sonra 350
uL assay buffer (1X) ile 4 kez yikandi.

t

Her kuyucuga 100 uL Streptavidin-HRP soliisyonu ilave
edildi.

!

Plate 60 dakika 20-23 °C’ de inkube edildikten sonra 350 uL
assay buffer (1X) ile 4 kez yikandi.

!

Her kuyucuga 100 uLL TMB Substrat soliisyonu ilave
edildikten sonra plate karanlikta 60 dakika 20-23 °C’ de
inkube edildi.

!

Her kuyucuga 100 pL 2N HCTI soliisyonu 1lave edildikten
sonra plate 450 nm dalga boyunda okutuldu.

Sekil 19. Adim Adim ELISA Basamaklari
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Kitin Intra assay CV degeri %8 iken, inter assay CV degeri %12 idi.
Uretici firma tarafindan minimum 6l¢iim limiti, 5 ng/ml olarak belirtilmisti. Doku
supernatanlarinda irisin 6lglimlerinin dogrulugunu gdstermek icin biyokimyasal
assay gecerlik deneyleri (lineerite, recovery, specifity, sensitivity, intra ve inter
assay deneyleri) daha oOnce tarif edildigi gibi yapildi (119). Doku
supernatantlarinda, irisin seviyesinin ayni duyarlilikla ol¢tildiigi tespit edildi.
Plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek ELX50 (Sekil 20-A) (BioTek
Instruments, USA) cihazi, absorbans okumalarinda Bio-Tek ELX800 cihaz1 (Sekil
20-B), sonuglar1 yazdirmada ise panosonik yazici (Sekil 20-C) kullanildi. Test

sonuglar1 ng/ml olarak belirtildi.

—

Sekil 20. ELISA Cihazinin Bilesenleri [ Yikayici (A), Okuyucu (B) ve Yazici (C)]

4.7. immiinohistokimya
Yontemin prensibi: Temel prensipleri 1930’larda ortaya kondu. Ancak
ilk laboratuvar uygulamasi 1941°de Coons ve ark. (120) tarafindan gerceklestiril-

di. Prensibi dokularda antijen- antikor birlesmesine dayanmaktadir (120, 121).
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Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
aktarildi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antijen
retrieval i¢in mikrodalga firinda sitrat tampon (pH:6) soliisyonunda (750W) 7,5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika sogumaya
birakilan dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, ABD)
ile 3x5 dakika yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek ic¢in hidrojen
peroksit blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block,
TA-125-HP, Lab Vision Corporation, ABD). PBS ile 3x5 dakika yikanan
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB,
Lab Vision Corporation, ABD) soliisyonu ile muamele edildi. Sonra 1/200
oraninda diliie edilen primer antikor (Rabbit Irisin primary antibody, H-067-17,
Phoenix Pharmaceuticals, Inc., California, ABD) ile 60 dakika nemli ortamda oda
1s1sinda inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile
3x5 dk. yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti-mouse / rabbit IgG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dk.
nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor
uygulanmasidan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (T'S—
125-HR, Lab Vision Corporation, ABD) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi ve PBS icerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
Substrate+AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen,
TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, ABD) soliisyonu damlatildi. Isik
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra PBS ile yikandi. Mayer’in
hematoksilen boyasi ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan

gecirilerek uygun kapatma soliisyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG,
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Lab Vision Corporation, ABD) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX
50 mikroskobunda degerlendirildi ve fotograflandi. Skala bar: 50um.
Immiinohistokimyasal degerlendirmede boyanmanin yaygmlig1 esas alind1
(116). Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginlig1 0°dan +4’¢ kadar say1 ile semi-
kantitatif olarak skorlandi (0: Yok, +1: Cok az, +2: Az, +3: Orta, +4: Siddetli) ve

analizleri yapildi.

4.8. TUNEL Yontemi

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxy-uridine-triphos-
phate (dUTP) nick end labeling (TUNEL) yontemi, hiicrelerde DNA kiriklarini
goriiniir hale getirerek taniya yardimci olmaktadir (122). Parafin bloklardan 4-6
um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Uretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kit (Chemicon, Kat no: S7101, ABD) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
Kawauchi ve ark. (122) tarafindan tarif edildigi sekilde belirlendi. TUNEL
prosediirii kisaca soyledir. Kesitler 60 °C etiivde bir gece bekletilerek deparafinize
edildi. Etiivden ¢ikarildiktan sonra 15 dakikada 3 kez ksilenden gecirilerek
deparafinizasyon tamamlandi. Daha sonra %99, %96, %80, %70’lik etil alkol
serilerinden tiger dakika gegcirilerek hidrate edildi. Fosfat buffer salin (PBS)’de 5
dakika yikandi. Lam iizerindeki dokularin etrafi hidrofobik kalemle ¢izildi. 20
dakika 20 pg/ml proteinkinaz K soliisyonu ile inkiibe edildi ve ardindan {i¢ defa
beser dakika tampon soliisyon ile yikand1. Doku endojen peroksidazi inhibe etmek
amaciyla 3 dakika %3’liik H20O2 uygulandiktan sonra, %4’liik paraformaldehit ile

post fiksasyon yapildi ve sonra {i¢ defa beser dakika fosfat buffer salin ile yikandi.
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10 dakika equilibration tampon soliisyonu uygulanan kesitler, calisma soliisyonu
ile (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) 37°C’de bir saat inkiibe edildi.
Ardindan Stop/Wash Buffer (2ml) +Distile su (68ml) tampon soliisyon ile oda
sicakhiginda 10 dakika yikanan kesitler, anti-Digoxigenin-Peroxidase ile 30
dakika inkiibe edildi. Tampon soliisyon ile tekrar yikanan kesitler TUNEL
tepkimesinin gorliniirliigiinii saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB Dilution
Buffer + DAB Substrate) ile boyandi. Tekrar iicer kez bes dakika PBS’den
gecirilen dokular bes dakika su ile yikandi. Renk alan preparatlar distile suda
yikandi. Harris hematoksilende bir dakika bekletilen kesitler dehidrate edildi.
Seffaflastirildiktan sonra distile su ile yikanarak uygun kapama vasati ile
kapatildi. Hazirlanan preparatlar mikroskopta (Olympus BX 50, Tokya, Japon)
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamasi basamaklar1 adim adim Sekil
21’de gosterilmistir. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde metil green ile
yesile boyanmis c¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren
hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele
secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. TUNEL boyama-
nin degerlendirme yogunlugu O (negatif), 1 (zayif boyanma), 2 (orta derecede
boyanma) ve 3 (kuvvetli boyanma) dort kategoride yapildi. Olgulardaki boyanan
hiicre sayis1 %5’den az ise sifir kabul edildi (YDFA’ya maruz kalan karaciger
dokusunda oldugu gibi), %5°den yukaris1 boyanma yogunlugu ve hiicre sayisma
gore skor 1, 2 ve 3 olarak degerlendirildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +

apoptotik) hiicrelere oraniyla apoptotik indeks (Al)’1 hesaplandi. Skala bar: S0um.
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60°Cetiv  Ksilol %100, %96, %80, %70 etil alkol  PBS
Birgece 3X15 dakika 3'er dakika S dakika QKesiﬂerin cevreleri sinirlayici kalem ile gizilir
20 dakika Q 1:500 diliisyondaki Protinaz K sollisyonu
‘.
3X5 dakika Q PBS
3 dak|ka95nd0jen peroksit blokaji (% 3 H,0,)

3X5 dakika Q PBS

10 dakika QEquilibration tampon soliisyonu

60 dakika ?Cah;ma solisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C'de

10 dakika QSlop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda
|
30 dakika QAnu-Dlgoxlgenln-Peroxidase
3X5 dakika QPBS
5-10 dakika QDAB Dilution Buffer + DAB Substrate
|

3X5 dakika Qpas
|
5 daklkaQDlslile su

1 dakika QHams hematoksilen
5 dakika uDlstile su
1'er dakika Q%ao, %96 ve %100 etil alkol

2X5 dakika vab' Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma
D s

Sekil 21. Adim adim TUNEL prosediiriiniin basamaklar1

4.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS siiriim 22 programi kullanilarak yapildi (123).
Calismada elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplar
arasinda parametrelerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis tek yonlii varyans
analiz testi kullanildi. Gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda ise Mann Whitney-
U testi kullanildi. Gruplardaki parametrelerin birbirleri ile olan iligkilerinin
incelenmesinde Spearman korelasyon testi kullanildi. Ayrica gruplar arasindaki
iliskinin giliclinii belirlemek ve bunu matematiksel olarak modellemek i¢in
regresyon analizi yapildi. En disiik anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 degerleri

kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Formaldehit Ol¢iimleri

Sabah, 6gle ve aksam yapilan formaldehit Slgiimlerinde, diisiik doz
formaldehite maruz kalan sicanlarin (DDFA) maruziyet degeri 5.27+0.24, orta
doz formaldehite maruz kalan siganlarin (ODFA) maruziyet degeri 10.02+0.16 ve
Yiiksek doz formaldehite maruz kalan sicanlarin (YDFA) maruziyet degeri

15.2040.19 oldugu belirlendi (Sekil 22).

Sekil 22. Formaldehit 6lglimlerinden Temsili Gorsel Sonuglar

5.2. Klinik Bulgular

Dort hafta boyunca solunum yolu ile DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz
birakilan sicanlarda FA’nm dozu artik¢a su ve yem tiiketiminde belirgin azalma
(FA siganlari; 155-172 gr yem/6 si¢an/giin; kontrol/ sham siganlar1 yem tiiketimi:
174-183 gr yem/6 sican/giin), istahsizlik, gozlerde sulanma, sik goz kirpma,
bitkinlik, burunda kanama, tiiylerde sararma (Sekil 23) ve viicut agirliklarinda

(baglangig, DDFA’ya maruz kalan sigan agirligi 280 gram; deney sonu sigan
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agirhigi=272 gram; ODFA’ya maruz kalan sigcanlarin baslangi¢c agirligi 285 gram;
deney sonu agirligi=262 gram; baslangig, YDFA’ya maruz kalan siganlarin
baslangi¢ agirlig1 270 gram; deney sonu sigan agirligi=255 gram) azalma oldugu
tespit edildi. Kontrol sicanlarinin baglangi¢ ortalama agirhigi: 277; deney sonunda
ise ortalama agirhigr: 330 gram idi. Sham siganlarinda ise baglangic ortalama
agirhigi: 287; deney sonu ortalama agirhigi: 345 gramdi. DDFA ve ODFA’ya
maruz kalan sicanlarda, karnozin verilmesi ile klinik bulgular kismi olarak
diizelmekteydi (yem tiiketiminde iyilesme ve kilo alimi gibi). Ancak YDFA’ya
maruz kalan siganlarm klinik bulgularinda kismi iyilesme olsa da, burun
kanamasi, sik géz kirpma, bitkinlik ve tiiylerin sararma siddetinde belirgin bir
azalma olmadi. Deney boyunca kafes icerisinde FA salinimi yapan beyaz top
kiirelerin renklerinde sararma goézlenmedi. Ancak FA dozunun artmasiyla
sicanlarm tiiylerindeki sararma artmaktaydi. Karnozin verilmesiyle ise tiiylerde
gbzlenen bu sararma azalmaktaydi (Sekil 23). Kontrol ve sham siganlarinda kilo

artis1 olagan seyrindeydi, anormal bulguya rastlanilmadi.
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ODFA+K

Sekil 23. Deney Sonunda DDFA, ODFA ve YDFA Inhalasyonuna Maruz Kalan ve
Karnozin (K) Suplementasyonu Yapilan Siganlarin Tily Degisimleri

5.3. Biyokimyasal Bulgular

DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan sicanlarin kan glukozu ve lipid
profil (total kolesterol, HDL-K, LDL-K ve VHDL) degerleri, kontrol ve sham
sicanlarimim degerleriyle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

yoktu (Tablo 2).
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Tablo 2. DDFA, ODFA ve YDFA’ya Maruz Kalan Siganlarin Biyokimyasal Parametrelerinin Degisimi

Parametreler Glukoz Kolesterol HDL LDL Trigliserit T.Protein Albumin
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (g/dD) (g/dl)
Kontrol 118.4+5.03 67.6+5.17 20.54+1.37 5.72+0.89 57.246.18 6.68+0.25 3.56+0.15
Sham 119.8+7.01 65.2+6.18 20.68+1.35 5.94+0.63 54.4+5.41 6.72+0.23 3.50+0.25
DDFA 117.0+£6.28 65.849.41 18.6042.12 4.80+0.98 59.8+46.37 6.70+£0.61 3.52+0.26
DDFA +K 116.6+4.61 70.2+5.72 20.32+1.27 4.38+0.35 55.2+5.45 6.78+0.27 3.66+0.13
ODFA 115.8+£7.12 65.24+6.18 18.26+1.85 4.56+0.76 58.2+5.36 5.96+0.29 2.58+0.14
ODFA +K 115.0+7.84 71.0+£6.63 19.04+£1.62 3.92+0.61 56.4+5.32 6.76+0.12 3.64+0.15
YDFA 116.2+8.35 66.2+7.19 16.78+4.38 4.20+0.90 55.6+£6.80 5.62+0.40 2.56+0.16
YDFA +K 114.4+4.39 68.8+6.14 19.32+£2.27 3.86+0.35 55.0+4.06 6.70+0.30 3.62+0.19




5.4. Akciger ve Karaciger Doku Siipernatantlarinda ve Serumlarda
TAS ve TOS Seviyeleri

Akciger TAS (Sekil 24-A), akciger TOS (Sekil 24-B), karaciger TAS
(Sekil 24-C), karaciger TOS (Sekil 24-D) seviyeleri kontrol/sham gruplariyla,
DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan gruplar ile karsilastirildiginda, formal-
dehitin dozu artikga hem serum (Sekil 24-E, TAS; Sekil 24-F, TOS) hem de doku
stipernatantlarmda TAS seviyeleri azalmakta, TOS seviyeleri ise artmaktaydi
(p<0.05) ODFA’nin iizerindeki maruziyetlerde TAS seviyesi istatistiksel anlamli
bir diisiis sergiledi ve TAS seviyelerindeki en fazla diisiis ise YDFA’ya maruz
kalan farelerin serum, karaciger ve akciger doku siipernatantlarinda goriildi
(p<0.05), (Sekil 24-A ve D). TOS seviyeleri ise bu gdzlemin tam tersi bir durum
sergilemekteydi. Serum, karaciger ve akciger doku TAS ve TOS seviyeleri
acisindan ODFA’ya maruz kalan sicanlar ile YDFA’ya maruz kalanlar karsilasti-
rildiginda, YDFA’ya maruz kalan sicanlarda TAS’da azalma belirlenirken TOS
seviyelerinde ise artiy oldu. FA maruziyetine bagh olarak serum, karaciger ve
akciger dokularmin supernatantlarindaki TAS azalmasi karnozin verilmesi ile
diizeldi ve hatta karnozine baglh olarak serum, karaciger ve akciger dokularinin
supernatantlarindaki TAS seviyeleri kontrol ve sham grubunun degerleriyle
ortiislir duruma ulasti. TOS degerlerinde ise tersi bir durum goézlendi. DDFA,
ODFA ve YDFA’ya maruz kalan si¢anlarin, serum, karaciger ve akciger dokulari-
nin supernatantlarindaki TAS seviyeleri kendi aralarinda karsilagtirildiginda
DDFA FA’ya maruz kalan sicanlara gore ODFA sicanlarinda daha fazla bir
azalma mevcuttu, fakat bu fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Sadece

YDFA’ya maruz kalanlarda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis s6z konusuydu.

69



TAS (mmol/mg doku) 1.

TAS (mmol/mg doku) O

(e ]

TAS (mmol/L)

Diger yandan DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan sicanlarin serum,
karaciger ve akciger dokularnin supernatantlarindaki TOS seviyeleri kendi
aralarinda karsilastirildiginda DDFA’ya maruz kalan siganlara gére ODFA’ya
maruz kalan sicanlarin TOS seviyelerinde artma mevcut iken, bu fark istatistiksel
olarak Onemsizdi (p>0.05). YDFA’ya maruz kalan sigcanlarda ise bu artis

istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05) (Sekil 24).
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Sekil 24. DDFA, ODFA ve YDFA inhalasyonuna maruz birakilan ve karnozin
suplementasyonu yapilan siganlarin serum, karaciger ve akciger dokularinda TAS ve TOS
derisimleri. A) akciger (TAS); B) akciger (TOS); C) karaciger (TAS); D) karaciger
(TOS); E) serum (TAS); F) serum (TOS) seviyeleri. ®p<0.05kontrol sham ile
karsilastirildiginda; “‘p<0.05, kontrol LDFA ile karsilastirildiginda; “p<0.05, kontrol
MDFA ile karsilastirildiginda; #p <0.05, kontrol HDFA ile karsilagtirildiginda.
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5.5. Akciger ve Karaciger Doku Siipernatantlarinda ve Serumlarda
Oksidatif Stres Indeksleri

Calismada DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan siganlarin serum,
karaciger ve akciger dokularmnin supernatantlarindaki oksidatif stres indeksleri
(OSI=TOS/TAS) karsilastirildiginda DDFA’ya maruz kalan sicanlara gore
ODFA’ya maruz kalanlarda daha fazla bir artis s6z konusuydu, en fazla artis ise

YDFA’ya maruz kalan sicanlarin serum, karaciger ve akciger dokularinda goriildi

(Sekil 25).
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o
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B 25
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C 25
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D 15
o |

e n i bl

Kontrol Sham DDFA DDFA+K ODFA ODFA+K YDFA YDFA+K

Sekil 25. DDFA, ODFA ve YDFA inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Sicanlarn Akciger (A) ve Karaciger (B) Dokularinda ve
Serumlarinda (C) Oksidatif Stres inkdeks (OSI) Degisimleri. ‘p<0.05, ve °p<0.01
kontrol ile karsilastirildiginda; p<0.05, ve ‘p<0.01, LDFA ile karsilastirildiginda;
p<0.05, ve 'p<0.01, MDFA ile karsilastirildiginda; “p<0.05, kontrol MDFA ile
karsilastirildiginda; &p <0.05, kontrol HDFA ile karsilastirildiginda.
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FA maruziyet doz miktarma bagli olarak artan oksidatif stres indeksleri,
karnozin suplementasyonu ile diistii;, YDFA’ya maruz kalan siganlar harig, kontrol
ve sham sicanlarinin oksidatif stres indeks degerlerine istatistiksel olarak geri

dondi (Tablo 3).

5.6. Akciger ve Karaciger Dokularinda TUNEL Boyama ve Apoptotik
Indeks Yiizdeleri

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanimn 1s1k
mikroskop altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi akciger dokusunda
parankimal hiicrelerde izlendi. TUNEL pozitifligi kontrol ve sham si¢anlarinda
benzerdi (Sekil 26-A ve B). Kontrol siganlariyla ile karsilastirildiginda DDFA
(Sekil 26-C), ODFA (Sekil 26-E) ve YDFA (Sekil 26-G) sicanlarinda anlamli bir
artis vardi (p<0.05). DDFA si¢anlar ile kiyaslandiginda DDFA + K sigcanlarda
(Sekil 26-D), ODFA siganlar1 ile kiyaslandiginda ODFA + K sigcanlarinda (Sekil
26F) ve YDFA sicanlari ile kiyaslandiginda YDFA + K (Sekil 26-H) siganlarinda

anlamli bir azalma vard1 p<0.05).

72



Sekil 26. DDFA, ODFA ve YDFA inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Sigcanlarin Akciger Dokularmda TUNEL Degisimleri. A)
Kontrol, B) Sham, C) DDFA, D) DDFA + K, E) ODFA, F) ODFA + K, G) YDFA ve H)
YDFA + K.
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TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda siniizoidal hiicrelerde gozlendi.
TUNEL pozitifligi kontrol ve sham gruplarinda benzerdi (Sekil 27-A ve B).
Kontrol sicanlar ile karsilastirildiginda DDFA (Sekil 27-C), ODFA (Sekil 27-E)
ve YDFA (Sekil 27-G) sicanlarinda anlamli bir artig vardi (p<0.05). DDFA
sicanlar ile kiyaslandiginda DDFA + K grubunda (Sekil 27-D), ODFA sicanlar ile
kiyaslandiginda ODFA + K grubunda (Sekil 27-F) ve YDFA sicanlar ile kiyaslan-
diginda YDFA + K (Sekil 27-H) sicanlarinda anlamli bir azalma vardi (p<0.05).
Karaciger ve akciger dokularinda, FA maruziyeti ile TUNEL pozitifligindeki
goriilen bu artig, karnozin verilmesi ile azaldi. Ayrica kontrol ve sham sicanlarina
benzer sekilde biiyiik cogunlugu TUNEL negatif veya diisiik yogunlukta TUNEL
pozitif paterni sergiledi. Deney gruplarma ait dokularin apoptotik indeks yiizdeleri

Tablo 3’te goriilmektedir.

Tablo 3. Deney Gruplarina Ait Dokularin Apoptotik Indeks Yiizdeleri

Parametreler Karaciger Akciger
Kontrol 1.20+0.44 6.200.44°4
Sham +K 1.40+0.54 6.40+0.54%4
DDFA 3.60+0.89% 11.40+0.54
DDFA+K 1.40+0.54°4 6.20+0.83%¢
ODFA 4.60+0.54 12.80+0.44%
ODFA+K 2.40+0.54"4 6.80+0.44°¢
YDFA 7.20+0.44% 27.40+1.51%¢
YDFA+K 3.20+0.44%4 7.20+0.83%

aKontrol siganlar: ile karsilastirildiginda, PDDFA siganlarina gére karsilastirildiginda, “ODFA
siganlarma gore karsilastirldiginda, “YDFA sicanlarina gore karsilastinildiginda, (p<0.05).
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 27. DDFA, ODFA ve YDFA inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Sicanlarin Karaciger Dokularinda TUNEL Degisimleri. A)
Kontrol, B) Sham, C) DDFA, D) DDFA + K, E) ODFA, F) ODFA + K, G) YDFA ve H)
YDFA + K.
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5.7. Akciger ve Karaciger Dokularinin irisin Immiinreaktivitesi

Irisin Immiinreaktivitesi akciger parankim hiicrelerinde (kirmizi ok)
izlendi. Irisin Immiinreaktivitesi kontrol ve sham si¢anlarinda benzerdi (Sekil 28-
A ve B). Kontrol siganlar ile karsilastirildiginda DDFA (Sekil 28-C) siganlarinda
degisiklik izlenmezken, ODFA (Sekil 28-E) ve YDFA (Sekil 28-G) siganlarinda
anlamli bir azalma vardi (p<0.05). DDFA siganlari ile kiyaslandiginda DDFA + K
sicanlarinda hafif bir artis olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamsizdi
(p>0.05; Sekil 28-D). ODFA siganlari ile kiyaslandiginda ODFA + K sicanlarinda
(Sekil 28-F) istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (p<<0.05). YDFA sicanlar1
ile kiyaslandiginda YDFA + K si¢anlarinda hafif bir artis olmasma ragmen

istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05; Sekil 28-H).
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Sekil 28. DDFA, ODFA ve YDFA Inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Sicanlarin Akciger Dokusunda Irisin Degisimleri. A) kontrol,
B) sham, C) DDFA, D) DDFA + K, E) ODFA, F) ODFA + K, G) YDFA ve H) YDFA +
K.
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Irisin Immiinreaktivitesi karaciger dokusunda hepatositlerde (kirmizi ok)
ve siniizoidal hiicrelerde (siyah ok) izlendi. irisin Immiinreaktivitesi kontrol ve
sham sicanlarinda benzerdi (Sekil 29-A ve B). Kontrol siganlari ile karsilastirildi-
ginda DDFA (Sekil 29-C) sicanlarinda degisiklik izlenmezken, ODFA (Sekil 29-
E) ve YDFA (Sekil 29-G) siganlarinda anlamli bir azalma vardi (p<0.05). DDFA
sicanlar1 ile kiyaslandiginda DDFA + K sicanlarinda hafif bir artis olmasma
ragmen istatistiksel olarak anlamsizdi (Sekil 29-D). ODFA sicanlar1 ile
kiyaslandiginda ODFA + K sicanlarinda (Sekil 29-F) istatistiksel olarak anlamli
bir artis gozlendi (p<0.05). YDFA sicanlar1 ile kiyaslandiginda YDFA + K (Sekil
29-H) siganlarinda hafif bir artis olmasima ragmen istatistiksel olarak anlamsizdu.

Dokulardaki irisin azalmasi karnozin verilmesi ile artti, kontrol ve sham
degeri ile ortlisti. DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan siganlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda sicanlar arasinda ODFA’ni iizerindeki maruziyet-
lerde doku irisin ekspresyonlar1 kayda deger sekilde azaldi Irisin karaciger
dokusunun hepatosit ve siniizoidal hiicrelerinde gozlendi. Ancak akciger
dokusunun parankimal hiicrelerinde sentezlendigi ilk kez bu ¢alisma ile gosterildi.
Ayrica karaciger ve akciger dokularmin FA maruziyetlerinde ve karnozin
verilmesinde irisin immiinreaktivitesinin istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 4’te

verildi.
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Sekil 29. DDFA, ODFA ve YDFA Inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Siganlarin Karaciger Dokusunda Irisin Degisimleri. A)
kontrol, B) sham, C) DDFA, D) DDFA + K, E) ODFA, F) ODFA + K, G) YDFA ve H)
YDFA + K.
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Tablo 4. Karaciger ve Akciger Dokularinin FA Maruziyetlerinde ve Karnozin
Verilmesinde Irisin Immiinreaktivitesinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Parametreler Karaciger Akciger
Kontrol 3.60+£0.54 3.50+0.57
Sham +K 3.80+0.44 3.75+0.50
DDFA 3.40+0.54¢ 3.25+0.50
DDFA+K 3.80+0.44 3.75+0.50
ODFA 1.80+0.44% 1.75+0.50*
ODFA+K 3.6040.54¢ 3.50+0.57¢
YDFA 2.00+0.70* 2.00+0.81?
YDFA+K 2.40+0.54* 2.50+0.57

3K ontrol siganlarma gore karsilastirildiginda, PDDFA siganlarma gére karsilastirildigimda, “ODFA
siganlara gore karsilastirildiginda, “YDFA siganlarma gére karsilastirildiginda, (p<0.05). Degerler
ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

5.8. Akciger ve Karaciger Doku Siipernatantlarinda ve Serumlarda
Irisin Seviyeleri

Serum irisin seviyeleri kontrol/sham sig¢anlariyla, DDFA, ODFA ve
YDFA’ya maruz kalan sicanlar ile karsilastirildiginda, formaldehitin dozu artik¢a
serum irisin seviyeleri azalmaktaydi ve ODFA’nin {izerindeki maruziyetlerde
istatistiksel anlamli bir diisiis sergilemekteydi (Sekil 30). Serum irisin
seviyelerindeki en fazla diisiis ise YDFA’ya maruz kalan sicanlarm serum irisin
seviyelerinde goriildii. Serum irisin seviyeleri ODFA’ya maruz kalan siganlar ile
YDFA’ya maruz kalanlar karsilastirildiginda, YDFA’ya maruz kalan siganlara
gore, istatistiksel anlamsiz bir azalma mevcuttu (p>0.05). Formaldehit
maruziyetine bagl olarak serum irisin seviyelerindeki azalma karnozin verilmesi
ile artmakta ve hatta serum irisin seviyeleri kontrol ve sham si¢canlarinin

degerleriyle ortiismekteydi. DDFA, ODFA ve YDFA’ya maruz kalan si¢anlarin
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serum irisin seviyeleri kendi aralarinda karsilastirildiginda DDFA’ya maruz kalan
sicanlara gore ODFA maruziyete gore bir azalma mevcuttu, fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Ancak sadece YDFA’ya maruz kalanlarda

istatistiksel olarak anlamli bir diisiis s6z konusuydu.
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Sekil 30. DDFA, ODFA ve YDFA inhalasyonuna Maruz Birakilan ve Karnozin
Suplementasyonu Yapilan Siganlarm Serum, Karaciger ve Akciger Dokularmda irisin
Derisimleri. A) Akciger (irisin); B) karaciger (irisin); C) serum (irisin) seviyeleri.
p<0.05, Kontrol ile sham kiyaslandiginda; °p<0.01, Kontrol ile sham kiyaslandiginda;
‘p<0.05, Kontrol ile DDFA kiyaslandiginda.
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6. TARTISMA

FA, bitkilerin ve hayvanlarin tiim yasayan hiicrelerinde dogal olarak
iiretilen, kullanilan bir madde olup, soludugumuz havada, ictigimiz suda ve
yedigimiz yemekte de bulunmaktadir (1, 3). Diinya saghk orgiti (DSO)
insanlarin giinliik 1.5-14 mg (ortalama 7.8 mg/gilin) formaldehite maruz kaldigini
bildirmistir (124, 125). FA maruziyeti bas donmesi, bas agrisi, uykusuzluk,
keyifsizlik, istahsizlik, davranis bozukluklari, ruhsal dengesizlik ve Ogrenme
giigliigiine neden olmaktadir. Ayrica biyolojik sistem dokularinda hasara, antiok-
sidan kapasiteyi diistirmeye (1, 3, 5-10, 14, 16, 19) ve enerji metabolizmasinin
regiilasyonunu bozmaya sebep olmaktadir (115). Dolayis1 ile FA’nin zararli
etkilerini tamamen bertaraf etmek veya azaltmak énemlidir. Bu ¢alismada kontrol,
sham, diisiik, orta ve yiiksek dozlarda solunum yoluyla 4 hafta boyunca (haftada
bes giin sekiz saat, cumartesi ve pazar hari¢) formaldehite maruz birakilan, ratlarin
karaciger ve akciger dokularinda karnozinin olumlu etkisinin olup olmadigi, bu
doku ve serumlarda enerji regiilasyonunda gorevli irisin miktarlarmin karnozin
verilmesine bagl olarak nasil degistigi, karnozin verilmesinin antioksidan
kapasite iizerindeki etkisinin nasil oldugu ve ayrica bu dokulardaki apoptotik
durumlar arastirildi.

Calismamizda formaldehitin dozu yiikseldikce (DDFA, ODFA, YDFA),
ozellikle YDFA derisimlerinde, asir1 yalanma, sik nefes alma, nefes almada
zorluk, burun temizliginde artma, burun mukozasinda kanama, g6z kirpmada artis
ve gozlerin yasarmasi gibi bulgular sicanlarda gozlemlendi. Daha Once birgok
aragtirmact tarafindan da ifade edilen bu bulgularin formaldehitin irritatif

ozelliginden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Fakat burada ifade ettigimiz bu
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klinik bulgular (sik burun temizleme, burun mukozasinda kanama, vs.) karnozin
alan gruplarda ortadan kalkmaktaydi (YDFA sicanlar1 hari¢). YDFA sicanlarinda
ise orta derecede goriilmekteydi. Literatiirde karnozin ve FA iligkisini arastiran
baska bir ¢caligma olmadigindan sonuglarimizi bu an itibariyla karsilagtiramiyoruz.
Fakat karnozin molekiiliiniin oksidatif stresi Onleyerek bu klinik bulgular1
azalttigini diistinmekteyiz. Clinkli daha 6nce yapilan bir¢ok ¢aligmada karnozinin
oksidatif hasar1 azalttig1 rapor edilmistir (126-128). Yine Kohen ve arkadaslari
yaptiklar: iki calismada yara iyilesmesini hizlandirdigini, immunostimiilan oldu-
gunu ve metal iyonlarin1 baglayarak antioksidan ve serbest radikal temizleyicisi
olarak gorev yaptigmi rapor etmislerdir (71, 72). Ayrica karnozin hiicre
boliinmesini artirmakta (75-77) ve yasa baglh olarak ortaya c¢ikan el ve yiizlerde
meydana gelen kirigikliklar1 azaltmaktadir (73, 74, 79). Deneysel olarak yaslanma
olusturulan farelerde karnozin verilmesi hayvanlarin fiziksel gorlinlimlerinde
lyilesmeye ve yasam siirelerinin uzamasma neden oldugu rapor edilmistir (55,
80). Biz de bu yiizden sicanlarda gozlemledigimiz klinik bulgulardaki azalmanin
(tlly sararmas1 ve burun kanamasi, vs.) karnozin molekiiliinden kaynaklandigini
diisiinmekteyiz.

Bu ¢aligmada gézlemledigimiz en ¢arpici bulgulardan biri de FA’nin dozu
arttikca sicanlarm tiiylerinde deneyin tiglincii giiniinden itibaren sararmanin
artmasitydi. Sicanlarda gozlenen bu tily sararmasi karnozin suplementasyonu ile
azald1 ve hatta karnozin alan DDFA sicanlarin tiiyleri, sham grubu ve kontrol
grubuyla ayniydi. FA maruziyetine bagli olarak sican tiiylerindeki sararma daha
onceki caligmalarda da rapor edilmis olup, bu sararmanin tiiylerin yapisindaki

“kynurenine” adli proteinin solunum havasindaki FA ile reaksiyona girmesinden
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kaynaklandig1 ileri siirilmistir (129, 130). Bir bagka arastirmaci grubu
formaldehiti deri altma uygulamislar ve tiiylerdeki sararmanin sadece formalde-
hitin uygulandig1 bdlgede oldugunu, diger kisimlarda olmadigini bu yiizden de
formaldehitin sararmaya neden olabilecegini ileri slrmislerdir (131).
Calismamizdaki siganlarin tiily sararmasimnin formaldehitle baglantist oldugunu
ancak sican tliylerinin yapisinda bulunan kynurenine’den kaynaklanmadigmni
disinmekteyiz. Ciinkii bildigimiz kadariyla kynurenine’nin sar1 renk olusturma
ozelligi bulunmamaktadir. Kynurenine, niasinin (nikotinik asit/B3 vitamini)
olugmas1 esnasinda ortaya ¢ikan L-triptofanin bir metabolitidir (132). Farelerin
tiylerindeki sararma muhtemelen metabolik olaylar sonunda olusan keton
(metabolizma sonucu) ve amonyak varliginda (havadan) formaldehitin 3,5-
diasetil-1,4-dihidrotoludin’e doniismesinden dolay1 oldugu saniyoruz. Ciinkii 3,5-
diasetil-1,4- dihidrotoludin’e sar1 renk veren bir kimyasaldir. Aseton ve amonyak
varhiginda formaldehitten olusan bu sar1 renkli iiriin formaldehit miktarlarini
spektrofotometrik olarak 6l¢mede kullanilmaktadir. Bu durum biyokimyada
Hantzsch reaksiyonu olarak da bilinmektedir (133, 134).

Hantzsch reaksiyonuna gore formaldehitin keton ve amonyak varliginda
sar1 renk veren 3,5-diasetil-1,4-dihidrotoluidin doniisiimii Sekil 31°de gosterilmis-
tir. 3,5-diasetil-1,4-dihidrotoluidin bilesigi yapisindaki karbonil grubu, azot atomu
iizerinde bulunan eslesmemis elektron c¢ifti ve karbon-karbon c¢ift bagi ile
rezonansa girerek molekiiliin kararhligmi artirarak molekiiliin  UV-goriintir

bolgedeki n—n* gegisinin dalga boyunu artirmaktadir (133).
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Sekil 31. Formaldehitin Keton ve Amonyak Varliginda Sar1 Renk Veren 3,5-diasetil-1,4-
dihidrotoluidin Doniigiimii

Hiicrelerin saglikli yasam silirmesi fizyolojik dengenin korunmasina
baghdir. Saglikli hiicrelerde pro-oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi
serbest radikallerin artmasina neden olmaktadir (3). Yasayan hiicrelerde serbest
radikal-lerin artmasi, antioksidan mekanizmalar1 olumsuz etkilemektedir (1, 3).
Oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasinda bir¢ok faktoér rol oynamaktadir
(1). Formaldehit, oksidan ve antioksidan dengeyi bozarak hiicrelerde oksidatif
hasara neden olmaktadir (1, 3, 5, 135, 136). Bu c¢alismada cesitli dozlarda
formaldehite maruz birakilan sicanlarda total oksidan ve antioksidan kapasite
Olciilerek organizmadaki oksidatif stres durumu ortaya konuldu. FA maruziyeti
serum, karaciger ve akciger dokularinda doz bagimh (sifir, diistik, orta, yiiksek
FA) olarak total oksidan kapasitenin artmasina neden olur iken total antioksidan
kapasitenin ise diismesine sebep olmaktadir. Daha dnce yapilan birgok caligmada
FA maruziyeti ile total antioksidan kapasitenin diistiigli bildirilmistir (137, 138).
Biz de bu ¢aligmada FA inhalasyonuna bagli olarak, total antioksidan kapasitedeki
bu diistisiin glutatyon rediiktaz (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin

degisimine ve ayrica verilen karnozinin etkisine bagli oldugunu diistinmekteyiz.
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Karnozin, bu enzimlerin aktivitelerini degistirerek oksidatif hasara kars1 hiicreleri
korumaktadir (139-141). Zhou ve arkadaslar1 (142) yaptiklar1 bir ¢alismada FA’ya
maruz birakilan farelerin testis dokularinda glutatyon rediiktaz (GSH) ve glutat-
yon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitelerinin azaldigin1 belirtirken, stiperoksit
dismutaz ve katalazin ise yiikseldigini rapor etmislerdir. Bir bagka caligmada da
stiperoksit dismutazin formaldehit maruziyeti ile azaldigi bildirilmistir (143).
FA’ya bagh olarak siiperoksit dismutaz azalmasi, siiperoksit dismutazin
kofaktorleri olan bakir ve ¢inko elementlerinin yetersizliginden kaynaklanabile-
cegi ileri striilmistiir (142, 143). Calismamizda antioksidan kapasite artisinda
karnozinin dogrudan katkis1 oldugunu diistiniiyoruz. Ciinkii karnozin verilen
farelerde ODFA’ya kadar formaldehitin yaptig1 zararli etki tamamen ortadan
kalkarken YDFA maruziyetinin zararl etkileri ise kismen azalmis ve total
antioksidan kapasite seviyeleri yiikselmeye baslamistir. YDFA maruziyetine baglh
zararlh etkilerin tamamen ortadan kalkmamasinim muhtemel sebebi karnozin
dozunun yetersiz kalmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisinmekteyiz. Daha
once yapilan bircok calismada diger eksojen antioksidanlarin (melatonin)
suplementasyonunun FA’nin zararh etkilerini ortadan kaldirdigi rapor edilmistir
(43). Calismamizda FA maruziyetiyle doz (sifir, DDFA, ODFA, YDFA) bagimli
olarak total oksidan kapasitede yiikselme tespit edildi. FA maruziyeti sebebiyle
serbest radikallerde bir artis oldugu, total oksidan kapasitenin arttigi, buna bagl
olarak akciger ve karaciger hiicrelerinde zedelenmeye sebep oldugunu
diistinmekteyiz. Ciinkii serbest radikaller protein ve lipitleri oksidasyona ugratarak
membran hasar1 ve hiicre zedelenmesine yol agmaktadirlar (1, 3, 5). Bilindigi gibi

cok miktarda doymamis yag asitleri igeren hiicre membranlar1 antioksidan
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kapasite azaldiginda serbest radikallerin hedefi haline gelmektedir (1, 8, 9, 14).
Hiicrelerde oksidasyon olusurken, hiicre sayisinin azalmasi ve/veya hiicrenin
kiigiilmesi (atrofi), hiicrenin degigsmesi veya farklilasmasi (metaplazi), hiicre
sayisinin artmast veya hiicrenin biiylimesi (hiperplazi/hipertrofi), farklilasma
(differansiasyon), yaslanma (senescence), 6liim (apoptozis) gibi bir takim adaptas-
yon olaylar1 da olmaktadir (144).

Bu ¢aligmada FA maruziyetiyle doz (0, DDFA, ODFA, YDFA) bagimh
olarak oksidatif stres indeksinde yiikselme tespit edildi. Oksidatif stres indeksi
redoks dengesinin bir gostergesidir (145, 148). Oksidatif stres indeksindeki bu
yiikselme karnozin alimi ile azalma gostermekteydi. Bildigimiz kadariyla daha
once FA maruziyeti, karnozin suplementasyonu ve oksidatif stres indeksi
arasindaki iligkiyi arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Ancak oksidatif stres
indeksi ile total antioksidan/oksidan arasinda baglantiy1 gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (145-149). FA maruziyetine bagli olarak oksidatif stres
indeksindeki artis antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisme ve bu
enzimlerin kofaktorlerinde azalma (SOD i¢in ¢inkoda azalma) veya antioksidan
molekiillerdeki yetersizliklerden (Vit. A, C vs) kaynaklanabilir. Tiim bunlardan
baska Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzim aktvitesindeki azalma ile de iliskili
olabilir. Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi eritrositleri ve dokular1 oksidatif
hasara kars1 korumaktadir (150, 151) ve aktivitesi FA maruziyeti ile kismi olarak
azalmaktadir (152).

Bu caligmada hiicrelerde meydana gelen DNA kiriklarini ve apoptozis gibi
adaptasyonlar1 gormek amaciyla TUNEL yontemi ile dokular tarandi. Calisma-

mizda FA maruziyetiyle doz (diisiik, orta, yliksek) bagiml olarak apoptozisin
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arttig1 karnozin suplementasyonu ile azaldigi tespit edildi. Daha once yapilan
calismalarda da karnozin molekiiliiniin degisik dokularda apoptozisi onledigi de
bildirilmistir (54, 56, 61, 64, 70, 71, 76). Strese maruz kalan farelere karnozin
suplementasyonu yapildiginda dalak dokularinda TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisinda bir diislis oldugu yani apoptozisi engelledigi rapor edilmistir (153). FA
maruziyeti genotoksisitesine (DNA ve kromozomal hasara) ve sitotoksisiteye
(hiicre oliimii ve apoptosis) neden olmaktadir. Ancak mekanizmasi tam aydinliga
kavusturulmamistir (1, 3, 5). Baz1 ¢calismalar DNA hasarlanmasiin formaldehit
maruziyetine bagli ortaya c¢ikan serbest radikallerden kaynaklandigmi ileri
stirmiislerdir (1). Ciinkii birgcok ¢aligma, asir1 miktarlarda {iretilen serbest radikal-
lerin DNA’y1, proteinleri ve lipitleri oksidatif hasara ugrattigimi gostermistir (1, 3,
5-8, 10, 19). FA inhalasyonu karaciger ve beyin dokularinda lipid peroksidasyon-
una yol agmaktadir (154). Calismamizda karaciger ve akcigerde gozlemledigimiz
apoptotik etkiler muhtemelen akcigerlerin, FA inhalasyonuna bagli olarak olugsan
inflamasyonundan kaynaklanmaktadir. Ciinkii daha O6nce Wistar cinsi erkek
sicanlarla yapilan bir deneyde lokal ve sistemik inflamasyonun arttig1 bildiril-
mistir (155). Calismamizda gozledigimiz bu klinik durum karnozin verilmesi ile
diizeldi. Oral olarak verilen karnozinin antioksidan 6zelligi sebebiyle bleomisinin
neden oldugu akciger hasarimi ortadan kaldirdig: bildirilmistir (156).

Daha o6nce yapilan caligmalarda FA maruziyetine bagh kilo kayiplari rapor
edilmesine ragmen altta yatan metabolik mekanizma ag¢iklanmamustir (16).
Dolayist ile biz bu c¢aliymada yag yikimindan sorumlu yeni kesfedilmis bir
hormon olan irisin konsantrasyonlar1 ile FA maruziyetinde gdzlemlenen kilo

kayiplar1 arasinda bir baglantinin olup olmadigini da arastirdik. Calismamizda FA
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maruziyetinin dozu artikca (sifir, diisiik, orta, yiiksek) kilo kaybinin artt1g1, irisin
derisimlerinin ise azaldig1 ve karnozin verilmesi ile kilo artiginin oldugu ve irisin
miktarlarinin da arttig1 goriildii. Sicanlarda FA maruziyetinin doz bagimmli olarak
kilo kaybma sebep olmasi muhtemelen hiicrelerin enerji santralleri olan
mitokondrilerin FA tarafindan tahrip edilmesinden kaynaklanmaktaydi. Ciinkii
yapilan bir ¢alismada karaciger dokusu FA’ya maruz birakilmis ve elektron
mikroskopuyla incelendiginde mitokondrilerin membranlarinda riiptiir, krista
(cristae) kayb1 ve oksijen tiikketiminde de %60-70 azalma oldugu bildirilmistir.
Hatta FA maruziyetinin graniillii endoplazmik retikulumlarda da hasara yol a¢tig1
bildirilmistir (157). Dolayist ile protein sentez organelleri ve enerji santralleri
bozulan bir organizmada kilo kayb1 kacmilmazdir. FA maruziyetiyle doz bagimli
olarak irisin miktarlarinda azalma tespit edildi ve karnozin suplementasyonu ile
iyilesme gozlemlendi. FA maruziyetinin sebep oldugu irisin miktarlarindaki
azalmanin muhtemelen yag yikimin1 engelleyerek kilo kaybini Onledigini
diisiiniiyoruz. Ciinkii irisin beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna gevirir
ve kahverengi yag dokusundan uncoupling (ayirici; elektron eslesmesine mani)
proteinlerin miktarlarini artirarak ATP sentezi yerine 1s1 salinimia yol agmaktadir
(85, 86, 96). FA maruziyeti ile tahrip edilen mitokondride aksiyon potansiyel (Ay)
kayb1 da olmakta, ATP sentezi bozulmakta ve yag yikimi i¢in irisine artik gerek
kalmamaktadir. Diger bir deyisle hiicreler maksimum ekonomi ilkesine (Kleiber's
law=Kleiber kanunu) gore c¢alistigindan (158, 159), yagm metabolize edildigi
mekanizmalar tahrip edilirse, yag yikiminda gorev alan proteinlere ihtiyag
olmadigini diisiiniiyoruz. Hiicreler enerjilerini israf etmemek i¢in irisin sentezini

durdurmus olabilirler bu ylizden de karaciger, akciger ve dolasimdaki irisin
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miktarlar1 azalmis olabilir. FA’nin graniillii endoplazmik retikulumlarda hasarlar
olusturdugunu belirtmigtik (157). Protein sentezinde gorev alan graniilli
endoplazmik retikulum hasari, bir protein olan irisinin sentezini de azaltmis
olabilir ve bu ylizden de gerek dokularda gerekse dolagimdaki irisin miktarla-
rindaki azalmanin sebebi de bu olabilir. Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmasa
da ¢alismamizda gozlemledigimiz albiimin ve total protein miktarlarindaki azalma
da bu savi desteklemektedir. Yukarida ileri siirdiiglimiiz mekanizmaya ek olarak
calismamizda goézlemledigimiz kilo kaybimnin bir diger muhtemel sebebi de su
sekilde olabilir. FA maruziyeti doz bagimli olarak istah kaybina neden olmakta ve
bu yiizden sicanlar az yem tiikketmekte ve dolayisi ile yetersiz beslenmeye bagli
kilo kaybi1 gerceklesmektedir.

Ayrica, bu caligmada serum irisin seviyeleri ile karaciger ve akciger
dokularinin irisin seviyeleri mukayese edildiginde, serum irisin seviyesi dokular-
dan yaklasik 10 kat fazla idi. Serumda dokulardan 10 kat fazla irisin bulunmasinin
muhtemel sebebi, irisinin iireme, kas ve sinir sistemi dahil hemen hemen tiim
biyolojik sistem dokular1 tarafindan iiretilmesi ve bunun da serum irisin havuzuna
katk1 yapmasidan dolay1 oldugunu diisiiniiyoruz.

FA maruziyetinin zararli etkilerini bertaraf etmek i¢in vitamin A, C, D,
melatonin gibi antioksidanlar arastirilmis ve koruyucu etkilerinin oldugu bildiril-
mistir (21, 43, 44). Bu calismada da karnozinin FA maruziyetinin zararl etkilerini
ortadan kaldirmaya aracit oldugu tespit edildi. Gelecekte bu antioksidan molekiil-
lerin tek tek kullanilmasi mi1 yoksa ikili veya {iglii yahut ta kombine kullanilmasi-
nin mu daha etkili olup olmadigimnin ortaya konmasmda fayda bulundugunu

diisiinmekteyiz. Calismamizda FA’ya maruz kalan sicanlarda doz bagimli olarak
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kilo kayiplar1 gozlemlendi ve karnozin verilmesi ile kilolarda artis oldu. Bu
calismada ve daha Onceki calismalarda rapor edildigi gibi FA maruziyeti kilo
kaybina neden olmaktadir. Yasayan hiicrelerde dogal olarak iiretildiginden dola-
simdaki FA seviyesi ile kaseksi arasinda 6nemli bir baglant1 olabilecegini ve bu
durumun gelecekte arastirilmaya deger oldugunu da diisiinmekteyiz. Ayrica
FA’nin dokulara verdigi hasarlar incelenirken glukoz-6-fosfat-dehidrojenaz enzim
aktivitesinin de bakilmasi 6nem arz etmektedir. Ciinkii glukoz-6-fosfat-dehidro-
jenaz enzimi kirmizi kan hiicrelerini ve dokular1 oksidatif hasara karsi1 korurken,
FA maruziyeti bu enzim aktivitesini diistirmektedir. Gelecekte yapilacak
calismalar i¢in yaptigimiz bu onerileri ¢calismamizin kisitliliklar: olarak da kabul
etmekteyiz.

Sonug olarak; FA maruziyeti karaciger ve akciger dokularinda doz bagimli
olarak hasara neden olmaktadir (160). Ayrica, FA maruziyeti serum ve dokularda
doz bagimli (DDFA, ODFA, YDFA) olarak irisin konsantrasyonlarmin diismesine
ve total oksidan kapasitenin artmasina neden olurken, total antioksidan
kapasitenin ise diismesine ve doz bagimli olarak da TUNEL pozitifliginin
artmasmna sebep olmaktadir. Karnozin suplementasyonu DDFA, ODFA,
maruziyetinin sebep oldugu olumsuz etkileri hemen hemen tamamen ortadan
kaldirrken, YDFA maruziyetinin olumsuz etkilerini ise Onemli oOlgiide
azaltmaktadir. Kisaca, FA maruziyeti dokularda oksidatif hasar olusturmakta olup
karnozin suplementasyonlar1 ise oksidatif stresi azaltarak histopatolojik ve
biyokimyasal bulgular1 diizelttiginden, gelecekte gilindelik yasamda FA’nin zararl

etkilerini bertaraf etmede kullanim alan1 bulabilecegini diisiinmekteyiz (160).
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