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1. OZET

Sicanlarda Formaldehitin Olusturdugu Toksik Etkiye Kars1 Melatonin’in
Koruyucu Etkisinin Incelenmesi

Sezgin Aydemir
Danigsman: Prof. Dr. Giilden Zehra Omurtag
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dal1

Amac: Formaldehit (FA) genotoksik 6zelligi bilinen, IARC tarafindan “Grup I, insanlar i¢in
karsinojen” olarak siniflandirilan ve insanlar iizerinde sinir, solunum Ve iireme sistemi gibi
sistemler lizerine ¢esitli toksik etkilere sahip bir kimyasaldir. Melatonin (MEL) epifiz bezi
tarafindan salgilanan bir nérohormon olup, temel fizyolojik fonksiyonu sirkadyen ritmi
diizenlemektir. Bu calismada, siganlarda FA’nin olusturdugu toksisiteye karst MEL’in olasi

koruyucu etkilerinin aragtirtlmasi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem: Wistar albino sicanlar kullanildi ve rastgele (n=8) 6 gruba ayrildi. FA,
ilgili gruplara inhalasyon yoluyla (FA-inh: giinde 6ppm, haftada 5 giin, 6 hafta) ve
intraperitoneal (FA-ip: 10 mg/kg/giin, 14 giin) olarak verildi. MEL, ilgili gruplara (FA-
inh+MEL, FA-ip+tMEL ve MEL) 10 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal olarak uygulandi.
Kan oOrneklerinde comet teknigi ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin
Olciimii uygulandi. Akciger, karaciger ve bdobrek dokularinda MDA ve GSH diizeyleri
olgtimii, MPO aktivitesi ve kemiliiminesans Olgtimler yapildi. Histopatolojik degisiklikler

151k mikroskobu incelemeleri ile arastirildi.

Bulgular: Comet teknigi sonuglarina (%DNA~7) gore FA-inh ve FA-ip gruplarinda istatiksel
olarak artmig (p<0,001) DNA hasar1 belirlendi. MEL uygulamasi ile FA-inh+MEL ve FA-
iptMEL gruplarinda %DNA+ diizeylerinde anlamli bir diisiis oldugu goriildii (p<0,001).
Aym sekilde, benzer bulgular 8-OHdG diizeyleri sonuglarindan da elde edildi. Oksidatif
stresin biyogostergeleri olan MDA, MPO, NO, luminol ve lusigeninin FA-inh ve FA-ip
gruplarinda anlamli sekilde arttigi, FA-inh+MEL ve FA-ip+MEL gruplarinda ise azaldig
belirlendi. GSH"'in ise FA-inh ve FA-ip gruplarinda anlamli olarak azaldigi, FA-inh+MEL ve
FA-ip+tMEL gruplarinda arttigi goriildii. Isik mikroskopu incelemelerinde dokularda
histomorfolojik degisiklikler gézlendi ve bu etkilerin MEL ile azaldigi goriildii.

Sonuclar: MEL’in oksidan-antioksidan durumu dengeleyerek FA’nin indiikledigi oksidatif

doku ve DNA hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: formaldehit, melatonin, kemiliiminesans, comet teknigi, histopatoloji
1



2. SUMMARY

Investigation of Protective Effects of Melatonin on Formaldehyde Induced
Toxicity in Rats

Sezgin Aydemir
Advisor: Prof. Dr. Giilden Zehra Omurtag
Department of Pharmaceutical Toxicology

Purpose: Formaldehyde (FA) is a chemical known to be genotoxic, classified as
“carcinogenic to humans in Group 1” by IARC, and has various toxic effects on humans
such as nervous, respiratory and reproductive systems. MEL is a neurohomone secreted by
pineal gland and it regulates the circadian rhythm. In this study, it is aimed to investigate the

potential protective effects of MEL on FA induced toxicity in rats.

Materials and Methods: Wistar albino rats were included and randomly divided into 6
groups (n=8). Related groups was exposed to FA by inhalation (FA-inh; 6 ppm, 5 day/week,
6 weeks) and intraperitoneally (FA-ip; 10 mg/kg/day, 14 days). MEL was injected at a dose
of 10 mg/kg/day in related groups (FA-inh+MEL, FA-ip+MEL and MEL). The Comet assay
and measurement of 8-hydroxyguanosine (8-OHdG) levels were conducted with blood
samples. Determinations of MDA and GSH levels, MPO activities and chemiluminscence
measurements were applied in the lung, liver and kidney tissues. Histopathological changes

were investigated with the light microscope.

Results: Increased DNA damage was observed in FA-inh and FA-ip groups in the comet
assay (%DNA7). MEL treatment reduced statistically %DNA-+ levels in FA-inh+MEL and
FA-ip+MEL groups (p<0,001). Similar findings were observed in the results of 8-OHdG
levels. As biomarkers of oxidative stress, MDA, MPO, NO, luminol and lucigenin levels
were increased in FA-inh and FA-ip groups, decreased in FA-inh+MEL and FA-ip+MEL
groups. A significant decrease in GSH levels in FA-inh and FA-ip groups, while an increase
in the FA-inh+MEL and FA-ip+MEL groups were observed. In the light microscopic
investigations, histomorphological changes were observed and these effects reduced by MEL

treatment.

Conclusion: Results suggests that MEL may be beneficial against FA-induced oxidative

tissue and DNA damages by balancing oxidant/antioxidant status.
Keywords: formaldehyde, melatonin, chemiluminescence, comet assay, histopathology
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3. GIRIS VE AMAC

Formaldehit (FA) su, alkol ve eterde iyi ¢oziinebilen, renksiz ve keskin kokusu
olan, oda sicakliginda gaz halinde bulunan, aldehit bilesik grubunun en basit iiyesi
olan bir kimyasaldir. FA ticari olarak genellikle % 37’lik sulu ¢ozeltisi formunda
bulunmaktadir ve bu formu “formalin” olarak adlandirilmaktadir. Formalin
cozeltilerinde bir miktar da metil alkol bulunmaktadir. Oksitleyici ajanlarla hizla
tepkimeye girer ve yiiksek derisimlerde yanict bir stvidir (Smith, 1992; Reuss ve
ark., 2000).

Formaldehit oldukc¢a genis bir kullanim alanina sahiptir. Endiistride kontraplak,
sunta, yalittm malzemeleri, boya ve plastik malzemelerin yapiminda, tekstil
sanayisinde, hali, mobilya, duvar kaplamalarinda ve evlerde kullanilan temizlik
tirtinlerinde kullanilmaktadir. Proteinlerin tahribinin 6nlenmesi 6zelliginden dolay1
biyolojik doku 6rneklerinin korunmasi ve saklanmasi amaciyla tibbi laboratuvarlarda
kullanilir. Ayrica recine {iretiminde, mumyacilikta, bdcekler ve bircok
mikroorganizma iizerinde dldiirticii etkisinden dolayr dezenfektan olarak ve kagidin
suya kargt dayanikliligini arttirmak amaciyla da kullanilmaktadir (Reuss ve ark.,
2000; IARC, 2006; ATSDR, 1997).

Yapilan arastirmalar sonucunda toksik etkileri arasinda karsinojenik 6zelligi
vurgulanan formaldehitin, solunum sistemi, sindirim sistemi, sinir sistemi ve tireme
sistemi gibi birgok sistem iizerinde zararli etkiler gosterdigi ortaya konmustur.
Ayrica Uluslararast Kanser Arastirmalart Ajansi tarafindan Grup I sinifi “insanlar
tizerinde karsinojen” olarak smiflandirilmistir (IARC, 2006). Tip alaninda ise
anatomide kadavranin uzun siire bozulmadan saklanmasi amaciyla, histoloji ve
patoloji laboratuvarlarinda doku fiksasyonu asamasinda, dis hekimliginde
kaplamalarin yapimi sirasinda formaldehit maruziyetinin ¢alisanlarda yarattigi toksik
etkilerin varlig1 yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir (Dreyfuss, 2010; Scheman ve
ark., 1998; Meding ve ark., 1990; Lyapina ve ark., 2012).

Melatonin (MEL) anti-inflamatuar ve antioksidan olarak bir¢ok dnemli fizyolojik
fonksiyona katilan epifiz bezinden salgilanan bir proteindir. In vitro ve in vivo

calismalarda, melatonin, farkli serbest radikalleri, hidroksil radikali, tek oksijen,
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peroksinitrit anyon ve nitrik oksit gibi reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye ettigi
gosterilmistir. MEL’in enzim aktivasyonunu stimiile ederek, siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz gibi organizmanin total
antioksidatif savunma mekanizmasini arttirict 6zellik gosterdigi bildirilmigtir (Pieri

ve ark., 1994; Omurtag ve ark., 2008; Rodriguez ve ark., 2004).

Bu calisma ile Wistar albino siganlarda inhalasyon ve intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulanan formaldehitin olusturdugu toksisiteye karsi melatoninin muhtemel
koruyucu etkilerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla siganlardan elde
edilen akciger, karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif stres parametreleri olarak
kabul edilen MDA, MPO, NO, luminol ve lusigeninin diizeylerindeki degisiklikler
arastirilmistir. Ayrica dokularda 1s1k mikroskobu incelemeleri ile histopatolojik
degisiklikler de aragtirilmistir. Siganlardan elde edilen kan 6rneklerinde DNA hasari

comet teknigi ve 8-OHdG diizeylerinin dlgiilmesi ile belirlenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Formaldehit
4.1.1. Formaldehitin Tarihcesi ve Ozellikleri

Formaldehit (FA, CAS Reg. No. 50-00-0) renksiz, keskin kokulu, sudaki
¢Oziinlirligl yiiksek olan aldehit sinifinda yer alan organik bir bilesiktir. IUPAC adi
metanal olan FA’nin diger adlar1 oksimetilen, metilen oksit ve formik aldehittir. FA,
Ilk kez Rus bilim adami Alexander Mikhaylovich Butlerov tarafindan 1855 yilinda
kesfedilmis olup, Alman kimyager August Wilhelm von Hofmann 1867 yilinda
metanolun dehidrasyonu ile ilk kez sentezini gergeklestirmistir. Ayrica 1892 yilinda
Friedrich August Kekule von Stradonitz tarafindan ilk kez saf olarak izole edilmistir
(Salthammer ve ark., 2010). FA yanic1 6zellik tagiyan, oda sicakliginda gaz halinde
bulunan bir kimyasaldir. Kimyasal formiili CH,O olan formaldehit, metanoliin
oksidasyonu sonucu elde edilir ve suda ¢oziinmiis %37°lik ¢ozeltisine formalin adi
verilir. Formalin igerisinde bir miktarda metanol bulunur. FA’ nin polimerize haldeki
kat1 sekline paraformaldehit denir ve 1s1 ile depolimerize edilebilir. Elektrofilik
Ozelligi olduk¢a yiikksek olmasi nedeniyle yiiksek reaktivite gosterir ve oda
sicakliginda  her ortamda gaz  haline  gecebilme  Ozelligi  gosterir
(http://www.inchem.org/documents/cicads/cicads/cicad40.htm, Erisim tarihi: 22
Eylil 2016; http://www.inchem.org/documents/sids/sids/FORMALDEHY DE.pdf,
Erigim tarihi: 22 Eyliil 2016; Reuss ve ark., 2000; Smith, 1992). FA’nin havadaki
konsantrasyonu “ppm” olarak ifade edilir ve ¢evirme faktorii 1 ppm = 1.25 mg/m?
(25°C’de ve 1 atm basingta) olarak kabul edilir (Nielsen ve ark., 2010; IARC, 2006).

Formaldehitin ticari olarak {retimi 1889 yilina kadar dayanmaktadir ve
metanoliin katalitik oksidasyonu sonucu elde edilmektedir (Esitlik 1). Giimiis
katalizorlii ve metal oksit katalizorlii prosesler FA {iretiminde en yaygin olarak

kullanilan yontemlerdir (IARC, 2006).

CH;OH +1% 0, ——» CH,0 + H,0 (Esitlik 1)



Tablo 1. Formaldehitin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.

Tanimlayici Bilgiler

CAS No 50-00-0
Sistemik [IUPAC Adi Metanal
Yaygin [UPAC Adi Formaldehit
Diger Adlar Formalin
Formol
Metil aldehit
Metilen oksit
Oksimetilen
Oksometan
EC (European Community) No 200-001-8
Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CH-»O
Molekiil Kiitlesi 30,03 g/mol
Yogunluk 0,8153 g/cm?® (-20 °C)

Erime Noktasi

-92 °C (-134 °F; 181 K)

Kaynama Noktasi -19 °C (-2 °F; 254 K)

Parlama Noktas1 60 °C

Sudaki Coziniirligi 400 g/dm?

Dagilim Katsayisi (D) 0,350

Buhar Basinci >1 atm (20°C)

Reaktivite Peroksit, azot dioksit ve
performik asit ile patlayici
reaksiyon

Havada esik koku limiti 0,5-1,0 ppm

4.1.2. Formaldehit Kaynaklari ve Maruziyeti

Formaldehit dogal kaynaklar ve insan faaliyetleri sonucu atmosferde bulunan bir

gazdir. FA’nin dogal olusum kaynaklarimin biliylik kismini atmosferin {ist

tabakalarinda (troposfer) gergceklesen metan ve diger karbon bilesiklerinin

6



oksidasyon reaksiyonlari ile orman yanginlari olusturmaktadir. Elma, armut, kayzisi,
lizim, domates, havug¢ gibi meyve ve sebzelerde, baz1 besinlerde ve alkollii
iceceklerde dogal olarak 3-60 ug/kg FA bulunabilmektedir. Ayrica insanlar dahil
memelilerde de oksidatif metabolizmanin sonucunda endojen olarak olusmaktadir
(IARC, 2006; WHO, 2010; Monakhova ve ark., 2012). Bu dogal kaynaklara ilave
olarak motorlu tasitlar, glic santralleri, odun sobalari, gazyagi isiticilar, rafineriler,
yakma firinlar1 vb. gibi kaynaklardan emisyonlar mesleki olmayan dis mekan FA
maruziyet kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Sunta ve diger benzer yapi
malzemeleri, boyalar, cilalar ve mobilyalardan salinan FA ise i¢ mekan maruziyet
sebeplerini teskil etmektedir. Ic mekandaki FA seviyesi 0,02-2,0 mg/m3 arasinda
degismekte ve prefabrik evlerde bu miktar 10 mg/m*’e kadar ¢ikabilmektedir. Bu
sebeple i¢ mekanda FA’ya maruziyet dis mekandakinden (yaklasik 0,001 mg/m®)
fazla olabilmektedir. Otomobil eksozu da baglica FA maruziyeti kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir (IARC, 2006; NTP, 2014; NTP, 2016).

Formaldehite mesleki maruziyet olduk¢a degisken olup, formaldehit ve
formaldehit bazl regineler, ahsap ve mobilya, plastik, fiberglas, laminant gibi ahsap
zemin Uriinleri liretimi ile yapt malzemeleri, kuru temizleme, yangin sondiiriiciiler,
kozmetik tirtinleri tiretimi, asindirici ve tutkal tiretimi gibi birgok sanayi alaninda
meydana gelmektedir. Ayni1 zamanda hastaneler ve diger saglik kuruluslar ile
tiniversitelerin histoloji, anatomi ve patoloji laboratuvarlarinda ¢alisanlar da FA’ya
maruz kalmaktadir. Mesleki maruziyet sonucu giinliik FA aliminin yaklasik 8 mg
oldugu tahmin edilmektedir (NTP, 2016).

4.1.3. Formaldehit Kullanim Alanlar:

1886°da ilk olarak Loew ve Fisher tarafindan FA’nin sulu ¢o6zeltesi (formalin)
antimikrobiyal ajan olarak dezenfeksiyon amaciyla kullanilmistir (Walker, 1964).
Giliniimiizde hala ameliyathane dezenfeksiyonu, viral asilarin hazirlanmasi ve tek
kullanimlik hemodializ cihazlarmin dezenfeksiyonunda smirli da olsa kullanimi
bulunmaktadir. FA, giinliik yasantimizda i¢ i¢e oldugumuz oldukca yaygin ve genis
kullanim alanina sahip bir kimyasaldir. Endiistride; ara kimyasal olarak, kagit
hamuru ve kagit, yapistirici, poliester ve poliiliretan plastikler, boya, insaat, tekstil,

mobilya ve kozmetik sanayilerinde, ilire, melamin ve fenolik recinelerin {iretiminde
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kullanilmaktadir. Ayrica az olmakla birlikte, tarimda, kozmetikte, analitik reaktif
olarak, ahsap koruyucu, fumigantlar, beton ve siva katki maddesi gibi kullanim

alanlar1 bulunmaktadir (Reuss ve ark., 2000; IARC, 2006; ATSDR, 1997).

Formaldehit, endiistriyel kullanimlarinin yani sira, iiniversiteler ve hastaneler ile
Ozel saglik merkezlerinin patoloji, histoloji, anatomi, adli tip ve biyoloji
laboratuvarlarinda da kullanilmaktadir. Genellikle %10’luk nétral tamponlu
formunda kadavranin saklanmasi ve korunmasi, hasta doku 6rneklerinin muhafazasi,
doku fiksasyonu ve doku boyama iglemleri gibi amaglarla bu alanlarda siklikla
kullanilan bir kimyasaldir (Thavarajah ve ark. 2012). Sekil 1’de gosterildigi gibi FA
sulu ¢ozeltide hidrate olarak metilen glikol adi verilen hidrate formaldehit olusturur.
Notral tamponlu ortamda metilen glikol polimerleserek polioksimetilen glikol
olusturur ve dokularinki gibi alkali bir ortama gectiginde depolimerize olarak hidrate
ve non-hidrate formaldehit formlarinda dokunun fiksasyonunu saglar (Kiernan,
2000).

Suda
Formaldehit

Metilen
Glikol

Metilen

Glikol

Polioksi
Metilen
Glikol

Sekil 1. Formaldehitin sulu ¢ozeltisindeki siklusu (Thavarajah, 2012).
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Sekil 2. Formaldehitin fiksasyon reaksiyonu (Kiernan, 2000).

Global pazarda FA iiretiminin biiyiik kismini, diinya ihtiyacinin yaklasik %344,
Asya (Cin) tarafindan karsilanmaktadir ve Avrupa iilkelerinde bu oran yaklasik
%30’dur. Avrupa’da 2009 yil1 verilerine gére 3.9 milyon tonun {izerinde formaldehit
tiretildigi bildirilmistir (SCOEL, 2016).

4.1.4. Formaldehit Maruziyeti ve Maruziyet Simir Degerleri

Formaldehit solunum yoluyla (inhalasyon), oral yolla ve deriden absorbe olarak
viicudumuza girebilmektedir. Inhalasyon ile maruziyet FA’ya en fazla maruz kalinan
yol olarak kabul edilmektedir (Checkoway ve ark., 2012). FA, hem g¢evresel
maruziyet hem de mesleki maruziyet yollar1 ile viicudumuza giren ve giinliik hayatta
i¢ ice oldugumuz bir maddedir. FA {iiretiminde ya da iiretimlerinde FA kullanilan
recineler, plastikler, boyalar, parlaticilar, ahsap {iriinleri, mobilyalar, tekstil {iriinleri
gibi bir¢cok sanayi alaninda calisan is¢iler FA’ya maruz kalmaktadir. Ayni1 zamanda
anatomi, patoloji, histoloji ve adli tip laboratuvarlarinda dokunun bozulmadan
muhafazas1 ve doku fiksasyonu asamalarinda kullanilmasindan dolayi, doktorlar,
laboratuvar teknisyenleri ve diger ilgili saglik c¢alisanlari FA’ya mesleki olarak
maruz kalmaktadirlar (Dreyfuss, 2010). Bu nedenle FA’ya mesleki maruziyet sinir
degerlerinin ilgili otoritelerce regiile edilmesi insan sagligi agisindan onem arz

etmektedir. Tablo 2°de “Occupational Safety and Health Administration” (OSHA),
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“National Institute for Occupational Safety and Health” (NIOSH), “American
Conference of Governmental Industrial Hygienists” (ACGIH) kuruluglarinin FA i¢in
belirlemis oldugu maruziyet sinir degerleri verilmistir
(https://www.osha.gov/dts/chemicalsampling/data/CH_242600.html, Erisim tarihi:
24 Eyliil 2016).

Tablo 2. Formaldehitin maruziyet sinir degerleri.

Maruziyet Limiti Limit Degerleri
OSHA Permissible Exposure Limit TWA: 0,75 ppm
(PEL) — Genel Endiistiri STEL: 2,0 ppm
OSHA PEL- insaat Endiistrisi TWA: 0,75 ppm
STEL: 2,0 ppm
OSHA PEL — Tersane Isletmeleri TWA: 0,75 ppm
STEL: 2,0 ppm
National Institute for Occupational 0,016 ppm
Safety and Health (NIOSH) Ceiling: 0,1 ppm (15 dk.)

Recommended Exposure Limit (REL)

American Conference of Governmental Ceiling: 0,3 ppm
Industrial Hygienists (ACGIH)

Threshold Limit Value (TLV) (2007)

PEL (Permissible exposure limit): Izin verilen maruziyet siniri.

TLV (Treshold limit value): Esik sinir deger.

TWA (Time-weighted avarage): Esik sinir deger zaman agwrlikli ortalama; giinde 8
saat, haftada 5 giin ¢calisma siiresince ¢alisanlarin saghgini olumsuz yonde
etkilemeyecegi kabul edilen maruziyet sinir degeri.

STEL (Short-time exposure limit): Esik sinir deger kisa siireli maruziyet sinwri; 15
dakikalik zamanda, bir giinde en fazla 4 kez maruz kalinabilen asiimamasi gereken
snir degeri.

REL (Recommended exposure limit): Onerilen maruziyet sinirt.

Ceiling: Esik simr deger, tavan. Bir c¢alisma giiniiniin herhangi bir aninda
asilmamasi gereken degeridir.

Ulkemizde 28 Subat 2014 tarih ve 95966346 sayr numarali yayinlanan
“Formaldehit ve Ksilen Olgiim Standartlar1 Hakkinda Genelge” ile tibbi patoloji
laboratuvarinda havadaki formaldehit diizeylerinin 6l¢iilmesi karara baglanmistir. Bu
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kapsamda, tibbi patoloji laboratuvarlarinda havada bulunmasina izin verilen
formaldehit diizeyleri; TLV-TWA degeri: 0.75 ppm, TLV-STEL degeri: 2 ppm
olarak belirlenmistir. Ayrica yapilacak Ol¢limlerin yaka karti1 ya da formaldehit

Ol¢iim cihazi kullanilarak yapilmasi gerektigi yine bu genelge ile kararlastirilmistir.

4.1.5. Formaldehit Metabolizmasi (Toksikokinetik)

Formaldehitin absorbsiyonunda inhalasyon baslica viicuda giris yolunu teskil
etmektedir. Bunun yani sira oral yolla gastrointestinal sistemden ve deri yoluyla da
absorbsiyona ugrayabilmektedir. inhalasyonla alman FA hizlica iist solunum yolunda
absorbsiyona ugrayarak mukus veya hiicre bilesenleriyle (proteinler, niikleik asitler,
aminler, amidler, tiyoller ve hidroksiller gibi) dogrudan reaksiyona girebilir,
enzimatik yolaklarla formik aside ya da karbon dioksite okside olabilir veya solunum
yoluyla hi¢ degismeden atilabilir. Ust solunum yolunda FA’ni hizlica absorbsiyona
ugramasinin nedeni suda c¢oziiniirliigliniin yiiksek olmasindan kaynakhidir. FA
metabolizmasinda formaldehit dehidrojenaz (FDH), aldehit dehidrojenaz ve sinirli
durumlarda katalaz rol almaktadir. Kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) FA’y1 hizlica
metabolize edebilecek enzimlere nispeten daha yiiksek diizeyde sahiptir (Kimbell ve
ark., 2001; Tulpule ve ark., 2013).

Kaynaklar Daghm
Eksojen (inhalasvon, divet) Tek-Karbon metabolizmasi
Ksenobiyotik metabolizmass ———>  Formaldehit ——> Bivomakromolekiillerle —> Aftilm

reaksivon (DINA, protein vb.)

SN S

Amino asit metabolizmasi Formik asit —> CO,
(kolin —> glisin —> serin) (Formar)

Sekil 3. Formaldehit kaynaklar1 ve viicutta ugradigi degisiklikler.

Glutatyon (GSH) FA metabolizmasinda kofaktor gérevi géren onemli bir hiicre
ici bilesendir. FA ile S-hidroksimetilglutatyon konjugati olusturarak, intraseliiler FA
konsantrasyonunun kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Dokularda yeterli
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miktarda GSH bulunmasi durumunda FA’in 6nemli bir kism1 GSH konjugati olarak
tutulmaktadir. Bu konjugat, FDH enziminin gercek substrati olmasi nedeniyle
fizyolojik agidan 6nemlidir. S-hidroksimetilglutatyon FDH enzimi katalizorliigiinde
oksidasyona ugrayarak formik asit seklinde atilima ugramaktadir. Formik asit,
baslica idrarla atilir. Ayrica fegesle de atilabilirken, bir kismi1 da CO5’e okside olarak

solunum yoluyla viicuttan atilabilir.

4.1.6. Formaldehitin insan Saghg Uzerine Toksik Etkileri
FA bulundugu her ortamda gaz formuna doniigebilme kabiliyetinden dolayi
havaya hizlica karisabilmekte ve solunum yoluyla insan viicuduna girmektedir.

Yaygin kullanim alanina sahip olmasi insan sagligi {izerine tehdit olusturmaktadir.

Tablo 3. Formaldehitin kisa-siireli maruziyet sonrasi insanlarda neden oldugu etkiler
(WHO, 2000).

Konsantrasyon Maruziyet SIkligi  Genel Popiilasyon Uzerine Etkiler
(ppm)

0,03 Tekrarlayan Kotii koku esik sinir1 (% 10)
0,18 Tekrarlayan Kotii koku esik smirt (% 50)
0,6 Tekrarlayan Kotii koku esik sinir1 (% 90)
0,1-3,1 Tek ve tekrarlayan ~ Burun ve bogazda irritasyon esik sinir1
0,6-1,2 Tek ve tekrarlayan ~ Gozde irritasyon esik sinir1
0,5-2 3-5 saat Nazal mukus sivisi akis hizinda diisiis
2,4 2 giin Ust uste 40 Bas agris1

dk.
2,5-3,7 - Go6z ve burunda ac1 ve yanma hissi
3,7 Tek ve tekrarlayan ~ Pulmoner fonksiyonlarda azalma
5-6,2 30 dk. 30 dakikaya kadar g6z yasarmas ile tolere

edilebilir

12-25 - 1 saat stirebilen siddetli goz yasarmasi
37-60 - Pulmoner 6dem, pnémani, hayati tehlike
60-125 - Oliim

4.1.6.1. Akut Maruziyet Sonucu Neden Oldugu Etkiler

Formaldehit insan viicudunda pek ¢ok organ ve sistem iizerine toksik etkilere
neden olabilmektedir. G6z ve solunum sistemi ilk maruziyet alan1 olmasindan dolay1
en fazla etkilenen sistemlerdir. En yaygin belirtileri gézyast ve goz kizarikligi, burun
ve bogazda yanma hissi, irritasyon ve akinti, bas agris1 ve nefes darligi olarak
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kendini gostermektedir (IARC, 2006). FA’ya diisiik doz akut maruziyet sonrasinda
ist solunum yolunda inflamatuvar degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(Franklin ve ark., 2000). Yiiksek dozlarda ise hiriltili solunum, Oksiiriikk ve nefes
darligin1 takiben pulmoner inflamasyon, 6dem ve pndmoniye neden olmaktadir

(Heck ve ark.1990).

Cin’de kimya endiistrisinde c¢alisan ve FA’ya mesleki olarak maruz kalan
iscilerle yapilan bir ¢alismada nazal membran, farenks ve korneada konjesyon
goriildigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 1999). Yine goniillillerle yapilan baska bir
calismada FA’ya 0,25-3,0 ppm araliginda maruz kalanlarda g6z, burun ve bogaz

irritasyonu etkilerinin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir (Kull eve ark., 1993).

Akut FA zehirlenmesi gazinin solunmasi ya da sivi formunun oral yolla alinmast
sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Zehirlenmenin siddeti, solunan ya da yutulan FA’nin
miktarina bagl olarak degisiklik gosterir. Oral yolla zehirlenmede agiz ve bogazda
yaniklar ve irritasyon, gogiis ve karin agrisi, mide bulantisi, kusma, diyare ve
gastrointestinal hemorajiye neden olmaktadir. Ayrica metabolik asidozis, solunum
sayisinda artma (tasipne), sarilik, hematiiri, proteiniiri ve akut bobrek yetmezligine

de neden olabilmektedir. FA’nin oral letal dozu hayvanlarda 523 mg/kg’dir.

Dermal maruziyet sonucu alerjik reaksiyonlara ve kontakt dermatite yol agtigi
literatiirde yer almaktadir. FA buhar1 veya sivisinin dogrudan cilde temas etmesi
durumunda deride sert, beyaz ve piitiirlii ylizey olusumu ile birlikte kasint1, kizariklik
ve kabarmalar meydana gelmektedir. Bu durum o6zellikle tekstil ve mobilya
endiistrisinde ¢alisanlarda FA-bazli reginelere temas edilmesine bagli olarak daha sik
ortaya c¢ikmaktadir. Doktorlar, hemsireler ve laboratuvar teknikerleri gibi saglik
sektoriinde calisan ve FA’ya maruz kalanlar arasinda da mesleki kontakt dermatit
goriilme riski arasinda belirgin bir iliski vardir (Scheman ve ark., 1998; Meding ve
ark., 1990; Lyapina ve ark., 2012). Formaldehit solunmasi sonucu irritan-indiikte
astim olarak siniflandirilan alerjik astim, kisa siireli yiiksek doz FA’ya maruz kalma
durumunda ortaya ¢ikan ve “Reaktif Hava Yolu Disfonksiyonu Sendromu (RADS)”
olarak adlandirilan astmatik tip reaksiyon gergeklesir (Brooks ve ark., 1998).

13



4.1.6.2. Kronik Maruziyet Sonucu Neden Oldugu Etkiler

Yiiksek diizeyde uzun-siireli mesleki FA maruziyeti sonucu olarak alt ve iist
solunum yolunda irritasyon, goz irritasyonu, dejeneratif hastaliklar, hiriltil1 solunum,
oOksiiriik, viicut agrilari, gégiis agrisi, karmn agrisi ve istah kaybina neden olmaktadir.
Ayrica uzun-siireli mesleki FA maruziyeti nasal mukuzada inflamatuvar ve
hiperplastik degisiklikler, farenjiyal konjesyon, kronik faranjit, gérme fonksiyon
bozukluklari, tremor ve letarji gibi kronik ciddi saglik sorunlarina da yol
acabilmektedir (Dai ve Bao, 1999; Li ve Chen, 2002; Fan ve ark., 2006). FA’nin,
gen ekspresyonunun regiilasyonu ile iliskili mikro-RNA kaliplarint degistirdigi
(Rager ve ark., 2011) ve lokositlerde oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunun
biyogdstergesi olan malondialdehit-deoksiguanosin aduktlarinin diizeylerinde artiga

neden oldugu raporlanmistir (Bono ve ark., 2010).

4.1.6.2.1. Solunum Sistemi Uzerine Etkiler

Formaldehite solunum yoluyla maruz kalma sonucu ortaya ¢ikabilecek etki ve
siddeti maruz kaliman konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Maruz kalinan konsantrasyon artigina bagli olarak 0,10-25 ppm araliginda burun ve
farenkste irritasyon, oksiirme gibi solunum yolu sikayetleri goriilmektedir. Ayrica 20
ppm’in iizerine ¢ikan konsantrasyonlarda kronik FA maruziyeti sonucu akciger
o0demi ve pnomoni gelistigi bildirilmistir (Pabst, 1987). Sigara i¢gmeyen tip
ogrencileri ile yapilan bir ¢alismada, 1,36-2,58 ppm diizeylerinde FA’ya maruz
kalmalar1 sonucunda gruptakilerin %82’sinde burun irritasyonu, %76’sinda goz
irritasyonu ve %36’sinda bogaz irritasyonu sikayetleri goriilmiistiir (Akbar-
Khanzadeh ve Mlynek, 1997). Benzer sekilde kronik olarak FA’ya maruz kalan
fabrika iscileri ile yapilan bir baska calismada, pulmoner ventilasyonda azalma
oldugu goriilmiistiir. Ayrica zamanla artan maruziyet sonucunda kii¢iikk hava
yollarinda goriilen anormalliklerde artis oldugu da bildirilmistir (Wang ve ark.,
2000).

Bir calismada, %1-10 aras1 degisen diizeylerde FA inhalasyonuna maruz
birakilan sicanlarin akciger dokusunda inflamatuvar sitokinlerin diizeylerinde artis

oldugu goriilmiistiir. Ayrica ayni ¢calismada SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artis
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ve doku GSH diizeylerinde azalis oldugu yine bu calismada bildirilmistir (Murta ve
ark., 2016).

4.1.6.2.2. Norotoksisite

Kronik FA maruziyetinin sinir sisteminde fonksiyon bozukluklarina yol agarak
bas agrisi, bas donmesi, hafiza kaybi, halsizlik ve uyku bozuklugu gibi etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2000; Tulpule ve Dringen, 2013; Songur ve ark.,
2010). Toplamda 1 milyondan fazla katilimcidan olusan uzun-siireli bir ¢alismada,
cesitli alanlarda ¢alisan (eczacilar, kimyagerler, disciler, doktorlar, hemsireler, morg
gorevlileri, laboratuvar teknikerleri ve matbaa calisanlari) ve is yerinde formaldehite
maruz kalan bireylerin %34 iinde amyotrofik lateral skleroz (ALS) hastalig1 goriilme

oraninin formaldehite maruz kalmayanlara gore yiliksek oldugu bildirilmistir

(Weisskopf ve ark., 2009).

Sicanlarla yapilan deneysel ¢alismalarda FA maruziyetine bagli olarak motor
sinir aktivitesinde yavaslama oldugu goriilmiistiir. Yine siganlarda, FA’nin néral
dokularda oksidatif strese yol acarak; doku antioksidan enzim aktivitesinde diisiis ve
lipit peroksidasyonunda artisa yol actigir raporlanmistir. Ayrica FA uygulanan
siganlarda 6grenme ve davranis bozukluguna yol ac¢tig1 goriilmiis ve FA nin beyin
kanserine neden olabilme potansiyelinin bulundugu bildirilmistir (Songur ve ark.,
2010; Sorg ve Hochstatter, 1999; Stroup ve ark., 1986).

4.1.6.2.3. Genotoksik ve Karsinojenik Etkiler

Formaldehitin DNA ve kromozomlar {izerine etki ederek genotoksik o6zellik
tasidigr bilinmektedir. FA, kendisi dogrudan DNA ile etkileserek genotoksik
etkilerini gosterebilme kabiliyetine sahip bir ajandir. Genotoksik 6zelliginin DNA -
protein ¢apraz bag olusturma yeteneginden ileri geldigi kabul edilmektedir
(Casanova ve ark., 1994). Olusan bu kovalent baglanma kararli bir yapiya sahiptir.
Hastane patoloji laboratuvarinda galisanlar ile yapilan bir ¢calismada FA maruziyeti
nedeniyle lenfositlerde DNA-protein ¢apraz baglari sayisinda ve serum p53 protein

konsantrasyonlarinda artis oldugu gézlemlenmistir (Shaham ve ark., 2003).
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Epidemiyolojik ¢alismalarla yiiksek formaldehit maruziyeti ile sinonazal kanser
arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Ayrica nazal epitelde neoplaziye ve skuaméz
hiicreli metaplaziye yol agtigi da gosterilmistir (Hansen ve Olsen, 1995). FA
maruziyeti ile nazofarenjiyal kanser, nazal ve paranazal kanser ve 16semi arasinda bir
baglant1 olduguna dair yeterli veri bulunmaktadir (IARC, 2006; IARC, 2012). 11 039
tekstil ¢alisanindan olusan bir kohort ¢alismada, FA maruziyeti ve 16semi ile iliskili
Oliimler arasinda bir iligski oldugu gorillmiistiir (Pinkerton ve ark., 2004). Ayrica bir
ka¢ calismadan elde edilen verilerle, FA maruziyeti ile oral kavite, orofarenks,
hipofarenks, pankreas, larenks, akciger ve beyin arasinda bir iliski oldugu
diistiniilmektedir (IARC, 2006).

Patoloji ve anatomi laboratuvarinda ¢alisanlarda, uzun-siireli FA maruziyetinin
(0,04-1,58 ppm arasi) DNA {izerine etkileri mikrogekirdek, kardes kromatit degisimi
ve comet yontemiyle arastirilmig, mikrogekirdek ve kardes kromatit degisimi (SCE)
insidans1 ve lenfositlerde DNA hasar1 olusumunda artis oldugu bildirilmistir (Costa
ve ark., 2008).

Sicanlarda yapilan ¢alismalarda, gastrointestinal leiomyosarkom insidansinda,
testislerde intertisyel adenoma ve trakeal tiimor insidansinda artis oldugu

goriilmistiir (IARC, 2006).

Sicanlarla yapilan bir ¢aligmada FA iki farkli konsantrasyonda (2 ve 10 ppm)
inhalasyon yoluyla 2 hafta, haftada 5 giin ve giinde 6 saat olarak uygulamis, akciger
dokularinda DNA hasar1 comet yontemi ile incelenerek artan FA konsantrasyonunun

DNA hasarinda artiga neden oldugu goriilmistiir (Sul ve ark., 2007).

4.2. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Kuantum kimyasinin geregi olarak bir kimyasal bagin yapisinda ancak iki
elektron yer alir ve bu elektronlar ters spinli olarak yerlesmis halde olmak
zorundadir. Yani, elektronlardan biri saat yoniinde donerken, digeri zit yonde
donmektedir. Bu yapidaki elektron ciftlerinin kararliliklar1 oldukca yiiksektir ve
olusturduklar1 molekiil ve bilesikler kararli yapida bulunurlar. Serbest radikaller ise
yapisinda eslesmemis tek elektron igerirler ve bu durum onlar oldukg¢a kararsiz

yapmaktadir (Maruani, 1988).
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Enerji
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Molekiiler orbital

Sekil 4. Kimyasal bag olusumda elektronlarin orbitallere dagilimi.

Kimyasal bir bag koptugu zaman ortaya ¢ikan iki durum vardir; birinci durumda
elektron ¢ifti ayn1 atoma katilirken, ikinci durumda ise elektron ciftleri birbirinden
ayrilarak bagi olusturan iki atom arasinda paylasilirlar. Birinci durum sonucunda
iyon olusurken, ikinci durumda ise serbest radikal olusur. Olusan bu serbest radikal
yapisindaki eslesmemis elektrondan dolayr oldukca yiiksek enerjili olup, kendini
esleyerek kararli yapiya gelmek i¢in yakininda bulunan elektronlara saldirma
meylindedir. Serbest radikal kendine bir elektron alarak kararli hale gegerken, diger
elektron yeni bir serbest radikal olusturur. Bu sekilde bir kere olusan serbest radikal
bir zincir reaksiyonunun baslamasina neden olabilir (Maruani, 1988).

Kimyasal bagin homolitik boliinmesi:

X :Y — X+ Ye (Esitlik 2)

Normal bir molekiiliin elektron kaybina ugramasi:
A-e~ — A« + e (Esitlik 3)

Normal bir molekiile bir elektron katilmasi:

A +e  — A< (Esitlik 4)

Oksijen kaynakli olan serbest radikaller biyolojik sistemlerde canliligin devami

acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Aerobik organizmalarda hiicrelerin temel enerji
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yakitt olan ATP’nin biiyiik bir kism1 oksijenli solunumun bir evresi olan oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlari ile iiretilmektedir. Bu metabolik yolakla ATP iiretimi
saglanirken, elektron tagima sistemi (ETS) olarak adlandirilan bir dizi reaksiyon
sonucunda molekiiler oksijenin su molekiiline indirgenmesi de gergeklesir.
Molekiiler oksijen her defasinda tek elektron alir ve tek elektronun oksijen
molekiiliine aktarilmasi sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen serbest
radikaller olusmaktadir. Olusan ROS’larin hiicresel bilesenlere zarar vermemesi i¢in
kendi savunma sistemi bulunmaktadir ve bu sistem antioksidan savunma sistemi
olarak adlandirilir (Fang ve ark., 2002; Akkus, 1995; Clarkson ve Thompson, 2000).
Oksijenin kendisi (singlet oksijen), siiperoksit, hidrojen peroksit (H.O;), gecis
metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikali hiicre i¢gi ROS kaynaklar1 olarak
bilinmektedir. Hiicresel metabolizmanin yani sira 6zellikle oksidan ozellik tagiyan
kimyasal ajanlara maruziyet, UV ve X-iginlari, iskemi-reperfiizyon, inflamasyon ve

yaslanma durumunda da ROS’larin iiretimleri artmaktadir.

Oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi sonucu siiperoksit radikali (O¢")
olusur (Esitlik 5). Hiicrelerde H,O, kaynagini teskil eder ve ayni zamanda metal

iyonlarmin indirgenmesini saglar (Esitlik 6).

0, + & — O, (Esitlik 5)
Fe** + 0,2~ — Fe?* + O, (Esitlik 6)

Siiperoksit radikali, SOD enziminin katalizorliigiinde H,O;’e dontstiiriiliir

(Esitlik 7).
20, + 2H" — H,O,+ O, (E$it1ik 7)

Hidrojen peroksit, demir (Fe?*) ve diger gecis metal iyonlar1 (kobalt, bakir, krom
vb.) varliginda Fenton reaksiyonu sonucu reaktivitesi oldukga yiiksek olan hidroksil
(OHe) radikalinin olusmasina neden olur (Esitlik 8). Ayrica HyO,, O,¢” varliginda

Haber-Weiss reaksiyonu vererek de OHe olugmasina yol agar (Esitlik 9).

F92+ + H,0y, — Fe3+ + OH+ + OH"™ (E$1thk 8)
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H,0,+ Oy¢” — O, + OHe + OH™ (Esitlik 9)

Hidroksil radikali Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinin son iriiniidiir ve
oldukca toksik bir radikaldir. Toksisitesi lipit peroksidasyonu, proteinler ve DNA’nin
oksidasyonlar1 gibi biyomolekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek yol agtigi
hasarlardan kaynaklanmaktadir (Davies, 1995; Leeuwenburgh ve Heinecke, 2001).
Reaktif oksijen tiirleri, biyolojik sistemlerde bulunan lipit, protein ve niikleik asitler
gibi bir¢ok molekiil ve hiicre bileseninin yapisinda degisiklige neden olarak doku
hasarina yol agarlar. Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 artmasi durumunda ortaya ¢ikan
tabloya oksidatif stres denir. Oksidatif stres durumunda lipit peroksidasyonu sonucu
hiicre membran yapisinda bozukluklar, DNA ile etkilesme sonucu adduktlar ve
mutasyon olusabilir, enzimlerin yapisinda bulunan aminoasitlerle etkilesme
sonucunda ise enzimatik reaksiyonlarda durma ve hiicre metabolizmasinda

diizensizlikler ortaya ¢ikabilir (Davies, 1995).

Reaktif oksijen tiirleri membran yapisinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyonuna yol acarak lipit peroksidasyonuna sebep olurlar. Lipit peroksidasyonu
ve lipit kirllmalar1 sonucunda membran permeabilitesi ve gradiyentinde degisiklikler
ortaya ¢ikabilir ve nihayetinde hiicre biitlinliigliinde bozulma ile sonuglanabilir (Dix

ve Aikens, 1993).

Lipit peroksidasyonu; baslangig, ilerleme ve sonug¢ seklinde ii¢ basamaktan
olugmaktadir. Baslangic basamaginda, bir radikal (Xe) ile yag asidinin (LH)
reaksiyonu sonucu bir lipit radikali (L) olusmaktadir. Yag asidinde bulunan cifte
bag, kendisine bitisik konumdaki karbon (C) ve hidrojen (H) arasindaki (metilen
grubu, -CHy-) bagi elektronlari kendisine dogru ¢ekerek zayiflattigi icin H atomunun
metilen grubundan koparilmasi ile baglar (Esitlik 10). Karbon iizerinde tek elektron
kaldig icin lipit radikali olusur.

L-H + Xe — Le + X-H (Esitlik 10)

Ilerleme asamasinda, olusan Le radikalinin karbon merkezine oksijen
eklenmesiyle peroksil radikali (LOO¢) olusmaktadir (Esitlik 11). Peroksil radikali
diger bir yag asidi (LH) molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar

hidroperoksitlere ve yeni lipit radikallerine dontismektedir (Esitlik 12).
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Le + O, — L-O0- (Esitlik 11)
L-O0+ + L-H — L-OOH + Le (Esitlik 12)

Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlari ortamda zincir kirici bir
antioksidan varligi olana kadar devam etmektedir. Sonu¢ asamasinda ise olusan
radikaller birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan, aldehit, keton, ester, eter ve
alkol gibi kararli bozunma iiriinlerine doniismektedir (Yin ve ark., 2011; Porter,
1985). Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan lipit peroksitleri son iriinler olan
malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal aldehitlerine dontisiir
(Esterbauer, 1991).

2L-0O0+ — [L-O0-00-L] — Radikal olmayan iiriinler + O, (Esitlik 13)

R
H,0
/ + OH ‘L» / Lipid radikali
Baslama
H .

Doymamus lipid

Gelisme

Lipid peroksit Lipid peroksil radikali

Sekil 5. Lipit peroksidasyonu mekanizmasi.
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Oldukea yiiksek reaktiviteye sahip olan OHe radikali basta olmak iizere, ROS
proteinlere saldirarak geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz olarak oksidatif hasara
neden olurlar. Serbest radikaller, proteinlerin yapisini olusturan aminoasitlerden bir
H atomunun koparilmasiyla karbon merkezli radikal olusumuna yol agar ve bu
radikal O, ile hizli bir reaksiyon vererek alkilperoksit olusur. Bir dizi reaksiyon
sonucu olusan ara Uriinler olan alkil, alkilperoksil ve alkoksil radikalleri ayni
proteinin diger aminoasit kalintilartyla ya da baska proteinlerle yan reaksiyon
vererek yeni karbon merkezli radikallerin olusumunu tetikleyebilir (Sekil 5). Sonug
olarak protein yapisi bozulur ve protein karbonil tlirevleri olusur. Protein karbonil
tirevleri ayni zamanda oksidatif stres ve hastaliklar sonucu olusan protein
oksidasyonunun degerlendirilmesinde kullanilir (Berlett ve Stadtman, 1997; Dalle-
Donne ve ark., 2003).

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek noétralize eden kimyasal
maddelerdir. Serbest radikallerin diger molekiilleri oksidasyona ugratmalarina engel
olarak kanser dahil bircok hastaligi Onleyen veya etkilerini minimize eden
molekiillerdir. Antioksidan madde serbest radikalle reaksiyona girerek onu
etkisizlestirdikten sonra yeni bir radikal veya oksidan Ozellik tasiyan yeni bir
molekiil olusturmaz, bu ylizden antioksidanlar serbest radikal siipiiriicii olarak da
adlandirilmaktadir (Fang ve ark., 2002). Antioksidanlar, hem hiicre igerisinde
endojen olarak hem de g¢esitli ajanlara maruziyet sonucu eksojen olarak olusan
ROS’larla etkileserek onlarin yol agacagi hiicre hasarindan korunmak i¢in biiyiik bir
oneme sahiptirler. Antioksidan maddeler kaynaklarina gore endojen ve eksojen
olarak iki grupta siniflandirilmaktadirlar. Endojen antioksidanlar viicudun sahip
oldugu antioksidan savunma sistemini olustururlar ve enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan maddeler olarak alt gruplara ayrilirlar. Enzimatik olarak gorev
yapan antioksidanlar SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GPx), sitokrom oksidaz,
glutatyon S transferaz (GST), ksantin oksidaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimleridir. Oksidatif stres durumunda bu enzimlerin aktivitelerinde artis
goriilmektedir. Bu sebepten dolay1 6zellikle SOD, CAT ve GPx enzimleri oksidatif
stres ve antioksidan 6zellik arastirmalarinda yaygin olarak incelenen parametrelerdir

(Kohen ve Nyska, 2002; Silva Macedo ve ark., 2016). GSH, seruloplazmin,
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transferrin, alblimin, iirik asit, haptoglobinler, melatonin ve laktoferrin enzimatik

olmayan endojen antioksidan molekiillerdir.

Askorbik asit (Vitamin C), Vitamin E, B-karoten, o-tokoferol, flavanoidler ve
fenolik asitler eksojen olarak digsaridan aldigimiz antioksidan maddelerdir. Askorbik
asit, suda ¢Oziinebilen ve zincir kirici bir antioksidandir. O,¢”, OHe radikallerinin
temizlenmesinde 6nemlidir. a-Tokoferol yagda ¢oziinen temel antioksidandir ve lipit
peroksidasyonuna karsi etkilidir. Bu 6zelliginden dolayr membran fosfolipitlerinin
peroksidasyonunun ve hiicre membranlarinin hasar gormesinin 6nlenmesini

saglamaktadir (Carr ve ark., 2000).

4.3. Glutatyon

Glutatyon (GSH) biyolojik sistemlerde bulunan Onemli bir antioksidan
molekiildiir. ROS’lar, serbest radikaller, peroksitler ve lipit peroksitleri gibi bir¢ok
oksidan maddenin hiicrelerde olusturabilecegi hasarin engellenmesinde aktif bir rol
almaktadir. Yapisinda glisin, sistein ve glutamik asit aminoasitleri bulunur (Pompella
ve ark., 2003).

Hiicrelerde total GSH %85-90 oraninda sitozolde bulunurken %210-
15 mitokondride ve ¢ok az kismi da diger organellere dagilmistir. Total GSH,
hiicrelerde serbest veya proteinlere bagli olarak bulunur (Ookhtens ve ark., 1998;
Meredith ve ark., 1982). Rediikte halde bulunan GSH, oksidatif stres durumunda
okside formuna (GSSG) doniismektedir (Esitlik 14). GSSG daha sonra glutatyon

rediiktaz enzimi ile tekrar rediikte formuna doniistiirilir (Esitlik 15).

2 GSH + H0; — GSSG + 2 H,0 (Esitlik 14)
GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP (Esitlik 15)

GSH 6zellikle OHe radikalinin siipiiriilmesinde énemli bir rol iistlenmekte olup,
hemoglobinin oksitlenerek methemoglobin olusumunun engellenmesi ve proteinlerin
stilfidril (-SH) gruplarinin indirgenmis halde tutularak oksidasyona kars1 korunmalari
acisindan Onemli bir endojen antioksidan molekiilidiir. GSH ayni zamanda

ksenobiyotik metabolizmasinin Faz 2 reaksiyonlarinda da rol almaktadir.
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Ksenobiyotiklerin oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 (Faz 1) sonucu
degisikliklere ugratilmasi sonucu olusturulan polar metabolitler GSH ile
konjugasyona ugrayarak atilima ugrarlar. Ayrica Faz 1 reaksiyonlarinda olusabilen
epoksitler gibi reaktif ara iiriinlerin detoksifikasyonunda da dnemli bir yere sahiptir

(Liska, 1998).

SH
O O l|1 @)
N\)k
-1} ITJ W R
* NH3 H O
Glutamat Sistein Glisin

Sekil 6. Glutatyonun molekiil yapisi.

Glutatyonun toksikoloji agisindan Onemi asetaminofen (parasetamol)
zehirlenmelerindeki roliidiir. Yapisinda bulunan sistein icerdigi —SH grubundan
dolay1r niikleofilik 6zellik gdsterir ve asetaminofen molekiiliiniin toksik metaboliti
olan N-asetil-p-benzo-kinonimin ile sistein {izerinden konjugat olusturarak
detoksifikasyonunu saglar. Yiiksek dozda asetaminofen alinmasi durumunda
karacigerde bulunan GSH havuzu tiiketildigi i¢in toksik metabolit karaciger hasarina
yol agabilmektedir. Bu yiizden klinikte, GSH prekiirsorii olan N-asetil-sistein ile
tedavi uygulanarak GSH sentezinin artmasi saglanmaya ¢alisiimaktadir (Pompella ve
ark., 2003; Hodgman ve Garrard, 2012).

4.4. Lipit Peroksidayonu: Malondialdehit

Malondialdehit, lipit peroksidasyonunda olusan son iriinlerden biridir ve lipit
peroksidasyonunun gdsterilmesinde yaygin olarak kullanilan bir gdstergedir. Ug veya
daha fazla ¢ifte bag iceren veya uzun zincirli doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusur (Ayala ve ark., 2014). MDA, kii¢iik molekiil yapisi
nedeniyle viicudun diger boliimlerine kolayca diflizlenebilmektedir. Reaktivitesi

yiiksek oldugu i¢in proteinlerle ve DNA ile etkileserek capraz baglar olusturur ve

23



fonksiyonlarinda bir takim bozukluklara yol agar. DNA’da olusturdugu adduktlar
nedeniyle mutajenik 6zellik tasimaktadir (Marnett, 1999).
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Sekil 7. Malondialdehit olusum mekanizmasi.

4.5. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz (MPQO), memelilerde nétrofillerin graniillerine yerlesmis olan
bir peroksidaz enzimidir. Fagositoz sirasinda mikroorganizmalarin (6zellikle
bakterilerin) 6ldiiriilmesinde rol alan bir enzimdir. Solunum patlamasi ile olusturulan
H,0; ile viicut sivilarinda bulunan CI” iyonunu kullanarak hipoklor6z asit (HOCI)

sentezini saglar (Esitlik 16). Uretilen HOCI giiclii bir antimikrobiyal aktiviteye
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sahiptir. Ayrica diger halojeniirlerle de benzer sekilde etki gosterdigi ve
antibakteriyel etkisinin arttig1 bilinmektedir (Klebanoff, 2005). MPO akivitesinin
artt1g1 patolojik durumlarda siirekli HOCI iiretimine bagli olarak dokularda olumsuz
durumlar ortaya c¢ikmaktadir. HOCI, oksidan Ozellik tasiyan, lipitler, DNA ve
proteinlerle etkileserek oksidatif ¢apraz baglanmalara yol agabilen, halojenizasyon ve
nitrasyon reaksiyonlar1 meydana getirebilen toksik bir maddedir (Schuller-Levis ve
Park, 2003).

H,0, + CI” — HOCI + H,0 (Esitlik 16)

Notrofillerin  igerdigi yiiksek miktardaki HOCI’nin zararli etkilerinden
korunmas1 i¢in taurin ile nétralize edilir. HOCI, nétrofillerin sitoplazmalarinda
bulunan taurin ile reaksiyona girer ve kendisinden daha az toksik olan taurin
kloramine (Tau-Cl) dontisiir (Klebanoff, 2005).

4.6. Kemiliiminesans Yontemle Reaktif Oksijen Tiirlerinin Ol¢iilmesi

Kararsiz haldeki uyarilmis bir atom veya molekiiliin elektronu temel enerji
diizeyine donerken fazla enerjisini 151k seklinde atarak “liiminesans” olarak
isimlendirilen 1s1k yayilmasi yapar. Bu yayilma bir kimyasal tepkime ile saglaniyorsa
buna “kemiliiminesans” (KL) adi verilir (Greenwald, 1985). KL yontem, yiiksek
hassasiyet, genis lineer aralik, basit ve ucuz enstriimantasyon, kontrol edilebilir
emisyon hiz1 ve arka plan giiriiltiisiinde azalma gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Isik,
sicaklik, hiicre konsantrasyonu, pH ve kullanilan prob konsantrasyonu gibi cesitli
faktorler KL yontemi etkileyebilmektedir. ROS’lar kararsiz yapilart ve yiiksek
reaktivite Ozelligi tasimalari nedeniyle in vivo olarak miktarlar1 dogrudan
Olclilememektedir. Ayrica doku konsantrasyonlarinin diisiik olmasi1 nedeniyle diisiik
emisyon yapmalar1 da miktarlarinin Ol¢limlerini zorlastirmaktadir. Bu nedenle
biyolojik sistemlerde ROS diizeylerini 6l¢gmek i¢in KL sinyalini arttirmak amaciyla
luminol  (5-amino-2,3-dihidro-1,4-fitalazin-dion) ve  lusigenin  (bis-N-metil
akridinyum nitrat) problari yaygin olarak kullanilmaktadir. Luminol probu hidroksil
radikali, hidrojen peroksit, hidroperoksil ve hipoklorit i¢in se¢ici, lusigenin probu ise
superoksit radikali i¢in segicidir (Lu ve ark., 2006).
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Nitrik oksit, memelilerde bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireglerde dnemli bir
fonksiyonu olan bir radikaldir. Yapisinda bulundurdugu eslesmemis elektron azot ve
oksijen atomlar1 arasinda delokalize seklinde bulundugu i¢in diger radikallere gore
daha wuzun Omirlidir. Disaridan viicudumuza giren nitro Dbilesiklerinin
metabolizmalar1 sonucu olusabilirken, endojen olarak nitrik oksit sentetaz (NOS)
enzimi tarafindan L-argininin oksidatif deaminasyonu sonucu iiretilmektedir
(Alderton, 2001). NOS enziminin ii¢ izoenzimi vardir; noronal (NNOS), endotel
(eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS). Organizmada fretilen NO molekiiliiniin
sentezlendigi enzim tiirline gore farkli fizyolojik fonksiyonlar1 bulunur. eNOS ve
NNOS sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletim (haberci)
fonksiyonunda rol alir ve norotransmitter olarak da siniflandirilmaktadir. iINOS
izoformu ise ¢ogunlukla fagositik 16kositlerde (makrofajlar, nétrofiller vb.) bulunur.
INOS ekspresyonu, bakteriyel lipopolisakkaritler (endotoksinler), belli sitokinler (IL-
1B, TNF-0, IFN-y), hipoksi ve oksidatif stres durumunda artis gosterir (81).
Fagositoz sirasinda yiiksek miktarda NO ve siiperoksit radikali iretilir. NO ve
stiperoksitin reaksiyonu sonucunda peroksinitrit (ONOO™) olusur ve fagosite edilmis
olan bakterileri dldiirtir (Liew ve ark., 1990).

Nitrik oksit, yiiksek yapili canlilarda ¢ok dnemli biyolojik fonksiyonlar: yerine
getirmek lizere liretilen azot merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda
azot atomuna ait ise de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomu tizerinde
delokalize olmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen
diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigindan daha uzun omiirlidiir. NO, metal
bulunduran merkezlerle reaksiyona girebilir. Ornegin, Fe-S grubunda bulunan Fe’in
yerini alarak Fenton reaksiyonunu tetikleyebilir. Radikallerle de etkilesebilme
ozelligi vardir. O,¢ ile girdigi reaksiyon sonucunda peroksinitrit (ONOQO") olusturur.
ONOQO7, OHe radikali benzeri bir reaktiviteye sahip oldugu i¢in biyomolekiillerin
oksidasyonuna ve nitrasyonuna Yol acabilmektedir. Hem grubu ve siilfidril
gruplaria yiiksek afinite gosterir. Normal kosullarda hiicrelerde ONOO™ olusumu
sinirlidir. iNOS ekspresyonunda artis olmasi durumunda NO {iretiminin baskin hale
gelmesi ile ONOO™ f{iretimi artar ve oksidatif strese katkida bulunur. Bu
ozelliklerinden dolayr oksidatif stresin degerlendirilmesinde bir biyogosterge olarak
kullanilmaktadir (Pierini ve Bryan, 2015).
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Sekil 8. Luminoliin kimyasal yapisi.
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Sekil 9. Lusigeninin kimyasal yapisi.

4.7. Oksidatif DNA Hasar ve Olciim Yontemleri

Oksidatif strese bagli DNA hasariin basta kanser olmak tizere ndérodejeneratif
hastaliklar, diyabet ve kalp yetmezligi gibi bir¢cok hastalifin patogenezisinde dnemli
bir rol oynadigi bildirilmektedir. ROS’lar DNA yapisinda yer alan bazlarin gift
baglarina H atomu eklenmesi veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan ve metil
gruplarindan H atomu ¢ikarilmasi1 yoluyla DNA molekiilii ile etkilesime girerler.
Sonugta olusan peroksil radikalleri indirgenerek timin glikol, 5-formilurosil ve
hidroksihidroperoksit gibi oksidasyon firiinleri olusur. DNA baz mutasyonlari
arasinda en yaygin bilineni 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)’dir. 8-OHdG,
OH- radikalinin guanin bazinin 8. pozisyonunda etkilesime girmesi sonucu
olusmaktadir. 8-OHdG ayni zamanda doku ve kanda tayini yapilabilen ve DNA

hasarinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir biyogdstergedir (Henle ve ark.,
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1995; Goto ve ark., 2008). Oksidatif stres durumunda ortaya ¢ikabilen bir diger DNA
hasar1 tiirii de DNA-protein ¢apraz baglarinin olusmasidir. DNA yapisinda olusan
baz radikalleri proteinlerin aromatik aminoasitleri ile etkilesmesi sonucu DNA-

protein ¢apraz baglari olusmaktadir (Barker ve ark., 2005).

Guanin (G) bazmnin okside formu olan 8-OHdG, adenin (A) ve sitozin (C) ile baz
cifti olusturabilmesinden dolayi, A:T ’1 C:C’e veya G:C’1 T:A’e degisimi seklinde
mutasyonlara yol acabilmektedir (T: timin). Baz ¢iftlerinde olusan bu tiir
mutasyonlar DNA polimeraz enzimi tarafindan baz eksizyon onarim mekanizmasi ile
onarilmaktadir. Ancak oksidatif stres kaynagina devam eden maruziyet sonucunda
onarim mekanizmasi yetersiz kalabilir ve mutasyonun siddeti ve patolojik durumda
degisiklikler ortaya c¢ikabilmektedir. Ayn1 zamanda, DNA onariminda rol oynayan
enzimlerin ROS’lar tarafindan hasara ugratilmasi da mutasyonlarin artmasina neden
olabilmektedir. Oksidatif stres sonucu DNA’da ¢ift-zincir kiriklar1 ve kiimelenmis
DNA lezyonlar1 gibi mutasyonlar da olusmaktadir. DNA’da olusan mutasyonlar
onarillamadiginda hiicre apoptoza ugrayabilir ya da yasamini siirdiirerek genetigi
farklilagsmis hiicrelere doniiserek tiimor olusumuna, nihayetinde de kansere yol
acabilmektedir (Barzilai ve Yamamoto, 2004; Kohen ve Nyska, 2002; Kryston ve
ark., 2011).

4.7.1. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE) Teknigi (Comet Teknigi)

Tek hiicre jel elektroforezi teknigi ayni zamanda “comet teknigi” olarak da
adlandirilmaktadir. SCGE teknigi ilk defa Rydberg ve Johanson tarafindan
gelistirilmis olup, birey hiicrelerinin radyasyona maruz birakilmasi sonucu DNA
sarmalinda olusan hasarin tespitinde kullanilmigtir. Hiicreleri lam {izerinde agoraza
gomerek orta derece alkali ortamda lize ederek DNA sarmalinin ag¢ilmasini takiben
akridin oranj ile boyayip mikroskop ile degerlendirmislerdir (Rydberg ve Johanson,
1978). Rydberg ve Johanson’un uyguladigi bu teknik, orta dereceli alkali sartlarda
hiicredeki tiim proteinlerin alkali ortama ge¢gmemesi gibi nedenlerden dolay1 yaygin
olarak kullamilmamistir. Ostling ve Johanson, “Mikrojel elektroforezi” olarak
adlandirilan teknikte, benzer sekilde hiicreleri lam {izerinde agaroza gomerek notral
deterjan sollisyonu ile lizis islemi sonrasi nétral sartlar altinda elektroforeze tabi

tutuktan sonra akridin oranj ile boyayarak mikroskopta degerlendirmislerdir (Ostling
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ve Johanson, 1984). DNA sarmalinda kirik olmasi durumunda elektroforez esnasinda
(-) yuklii DNA’daki hasarli kisimlar ¢ekirdekten anoda dogru go¢ eder. Mikroskopta
cekirdek merkez, bas ve goc¢c eden kuyruk kismi olusturarak kuyruklu yildiz
goriintlisii verir. Kuyruklu yildiz goriintiisii nedeniyle bu yonteme “comet teknigi”
ad1 verilmistir. Bu yontem ile DNA sarmalinin her iki kolundaki kiriklar tespit
edilebilmekte iken, tek kolda olusan kiriklar tespit edilememektedir. Ayrica notral

sartlarn, alkali sartlar kadar hassas olmamasi da bu yontemin bir dejavantajidir.

Singh ve ark., mikrojel elektroforezi teknigini modifiye ederek alkali ortamda
DNA tek kolunda olusan hasarin degerlendirilmesini saglamiglardir (Singh ve ark.,
1988). Elektroforez esnasinda hasarli DNA pargalar1 ¢ekirdekten serbest hale geger.
DNA’nin biiyiikliigiine ve hasar siddetine bagl olarak DNA’nin go¢ etme kabiliyeti
degisiklik gosterir. Hasar diizeyi diisiikse hasarli DNA gogten ziyade gekirdekte
gergin goriiniim olusturur. Hasar diizeyi yiiksek oldugunda ise kuyruk ve bas iyice
ayrilir (Fairbairn ve ark., 1995). Singh ve ark.’nmin olusturdugu comet teknigi

protokolii bazi modifikasyonlarla giiniimiizde en yaygin kullanilan protokoldiir.

Sekil 10. Comet goriiniimii.
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DNA’daki hasar durumunun degerlendirilmesinde floresan mikroskobu ile gozle
skorlama yapilirken hiicreler kuyruk uzunluklarina gore; hasarsiz, az hasarl, hasarl
ve ¢ok hasarli olarak gozle skorlama yapilabilmektedir. Floresan mikroskobuna bagh
kamera atagmani kullanarak bilgisayarla goriintii analiz programlari kullanarak
kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesi (%DNA7) gibi

parametrelerin de belirlenmesi miimkiindiir (Collins, 2002).

/ Hiicreler agaroz jel igerisine gomilir

I

Lizis solisyonu ile muamele r— Elektroforez

Bas  Kuyruk -' l
Comet "{‘t,':’f;'?f'fx < =t : e, = /

Sekil 11. Comet tekniginin basamaklar1 (Gunasekarana ve ark., 2015).

4.7.2. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyi oksidatif stres durumunda
olusan DNA hasarmin bir gostergesi olarak siklikla kullamlan bir parametredir. 1k
kez 1984 yilinda Kasai ve ark. tarafindan gidalarda 1s1 sonucu olusan mutajenlerin
izolasyonu ile ilgili yapilan bir ¢alismada bulunmustur. Olusan bu mutajenler
olduke¢a kararsiz olduklar1 icin izole edebilmek icin onlart guanin tiirevleri seklinde
izole etmek icin bir metod gelistirmislerdir. Ayni zamanda serbest oksijen
radikallerinin C-8 oksidasyon reaksiyonuna yol agtiklarini da ortaya koymuslardir
(Kasai ve ark., 1984; Kasai ve Nishimura, 1984). Guanin, diisiik iyonizasyon
potansiyeli tasimasindan dolayr oksidasyona yatkin bir bazdir ve oksidasyonu
sonucunda deoksiguanozin olusur.
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda 8-OHdG’nin klinik 6nemi ortaya konmus ve
cesitli hastaliklarla iligkili oldugu bildirilmistir. Kanser, yaslanma, Alzheimer,
katarakt, tip II diyabet ve hipertansiyon gibi hastaligi olan hastalarda 8-OHdG
diizeylerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica sigara i¢imine bagli akciger
kanserinin potansiyel bir biyogostergesi olarak da kabul edilmektedir (Syslova ve
ark., 2014). 8-OHdG olusumu, oksidatif strese neden olan tiim fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruziyet sonucu artis gostermektedir. X-1sinlari, asbest, benzen, parakuat,
UV, agir metaller gibi maddeler 8-OHdG olusumuna katkida bulunan ajanlara

orneklerdir.

Uriner 8-OHdG diizey analizi cesitli karsinojen maddeler, cevre kirleticiler ve
yasam tarzi faktorlerine bagli oksidatif stres ve kanser riskini degerlendirmede
kullanilan bir biyogdstergedir (Kasai ve ark., 2001; Cooke ve ark., 2001). Sigara igen
insanlarin akciger ve periferal l6kositler dahil dokularinda 8-OHdAG diizeylerinin
arttigr gorilmistir (Kiyosawa ve ark., 1990). Ayrica isyeri alaninda ve ¢evresel
maruziyet sonucu pasif sigara icicilerinde de 8-OHdG diizeylerinin dikkate deger
sekilde artis gosterdigi bulunmustur (Howard ve ark., 1998). Iscilerin mesleki olarak
maruz kaldig1 asbest elyaflarinin genotoksik ve karsinojenik potansiyeli
bilinmektedir. Asbestin hidroksil radikali olusumuna yol actig1 ve oksidatif DNA

hasarina neden oldugu bildirilmistir (Marczynski ve ark., 2000).
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Sekil 12. 8-OHAG olusum mekanizmasi (Syslova ve ark., 2014).

4.8. Melatonin

Melatonin (MEL; IUPAC adi: N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]) baslica

pineal bez olmak {izere retina, kemik iligi, timus, over ve gastrointestinal sistem
tarafindan sentezlenip salgilanan bir nérohormondur. ilk kez 1958 yilinda Lerner ve
ark. tarafindan kesfedilmistir. MEL’in temel fizyolojik fonksiyonu gece-giindiiz
ritmini diizenlemektir (Menendez-Pelaez ve Reiter, 1993; Lerner ve ark., 1958).
Retinadan salgilanan MEL retinada bulunan fotoreseptorlerdeki gece-giindiiz

siklusuna kars1 olusacak cevabin diizenlenmesinde rol alir. Deride, giines 1sinlarinin
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zararli radyasyon etkilerine kars1 derin dokularin korunmasi ve pigment graniillerinin
degisiminden sorumludur. Safrada ise okside kolesterol tiirevlerinin ve safra asitinin
safra epiteli ve mukozasina oksidatif hasar olusturmasina karst korunmasinda rol

almaktadir.

Melatonin uyku ritminin diizenlenmesinin yaninda antioksidan serbest radikal
stipiirticii ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT vb.) gen regiilasyonu gibi 6zellikleri
tasidigi gosterilmis olan antioksidan bir maddedir (Pieri ve ark., 1994; Omurtag ve
ark., 2008; Rodriguez ve ark., 2004). Molekiil boyutunun kiigiik olmas1 ve yiiksek
lipofilik 6zelliginden dolay1 tiim biyolojik membranlardan gegebilme kapasitesine

sahiptir ve tiim biyolojik doku ve sivilara dagilmaktadir.

O/

T

Sekil 13. Melatoninin molekiil yapisi.
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Sekil 14. Melatoninin sirkadyen ritm diizenlemedeki rolii (Sener, 2010).

Insanda plazma MEL diizeyleri 24 saatlik periyotta diizenli olarak inis ¢ikis
gosterir. Plazma MEL diizeyi gece 20.00-23.00 yiikselir ve 01.00-05.00 arasi doruk
degerlere ulasir. Saglikli bireylerde plazma MEL diizeyi giindiiz 0-20 pg/ml, gece ise
20-200 pg/ml’dir. Bir giinde iiretilen MEL miktar1 yaklagik olarak 30 mg’dir ve
biiyiik bir kismi (%80°1) gece tretilir (Sener, 2010).

Melatonin sentezinin birinci basamaginda pineal bir enzim olan N-
asetiltransferaz (NAT) tarafindan triptofanin N-asetil serotonine doniistiiriilmesi
gerceklesir. Ikinci basamakta ise bir difer pineal enzim olan hidroksiindol-o-
metiltransferaz katalizorliigiinde N-asetilserotonin melatonine doniistiiriilir. MEL
pineal bezde iiretildikten sonra burada depolanmaz, kapiler kana ve serebrospinal s1v1
icerisine difiizlenir. Biitlin biyolojik membranlardan gegerek tiim dokulara
dagilabilmesine ragmen, beyin dokusunda MEL diizeyi daha yiiksektir (Tan ve ark.,
2010).
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Sekil 15. Melatonin sentezinin basamaklari.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlari

Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar.

Kimyasal Ad1 Firma
Formaldehit Sigma
Melatonin Sigma- Aldrich
Ksilen Merck
Etanol Merck
Metanol Merck
HCI Merck
K;HPO, Sigma- Aldrich
EDTA Sigma
o-dianizidin Sigma- Aldrich
Sodyum azid Sigma- Aldrich
Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Triton X-100 Sigma
Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA) Sigma- Aldrich
Yiiksek kaynama dereceli agaroz (HMA) Sigma- Aldrich
RPMI Sigma
Histopaque Sigma
Sodyum kloriir Merck
Tris Sigma
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma- Aldrich
Trikloroasetik asit (TCA) Sigma- Aldrich
5,5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) | Sigma- Aldrich
Fosfat tamponu (PBS) Sigma
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5.2. Deneysel Calisma

Bu calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
06.03.2015 tarihli ve 19.2015.mar No’lu onay belgesi alinarak gerceklestirildi.
Calismada, esit sayida yetiskin erkek ve disi Wistar albino siganlar (250-300 @)
kullanildi ve siganlar Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden (DEHAMER) temin edildi. Sicanlar, deney Oncesi iki
haftalik siirede laboratuvar kosullarina alistinnlldi (12 saat aydinlik/karanlik
periyodunda ve 20°C+2). Sicanlar, standart yem ve ¢esme suyu (ad libitium) ile

beslendi.

5.2.1. Deney Gruplari
Calismada rastgele secilen 48 sican, her biri 8 sigandan (4 erkek, 4 disi) olusan
toplam 6 gruba ayrildi.

Kontrol (K) grubu: Bu gruptaki siganlar formaldehit maruziyeti olmadan
benzer kafeslerde 6 hafta boyunca takip edildi.

Melatonin (MEL) grubu: Bu gruptaki siganlara 6 hafta boyunca 10 mg/kg/giin
dozunda MEL intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.

Formaldehit inhalasyon (FA-inh) grubu: Bu gruptaki siganlara 6 hafta
boyunca (6 ppm) formaldehit 8 saat/giin (09:00-17:00) uygulamasi yapildi.

Formaldehit+Melatonin (FA-inh+MEL) grubu: Bu gruptaki siganlara 6 hafta
boyunca (6 ppm) formaldehit 8 saat/giin (09:00-17:00) uygulamast ve 10 mg/kg
dozunda MEL i.p. olarak uygulandi.

Formaldehit intraperitonal (FA-ip) grubu: Bu gruptaki si¢anlara 14 giin
boyunca 10 mg/kg/giin dozunda formaldehit i.p. olarak uygulandi.

Formaldehit+Melatonin (FA-ip+MEL) grubu: Bu gruptaki si¢anlara 14 giin
boyunca 10 mg/kg/giin dozunda i.p. formaldehit uygulamasini takiben MEL
uygulamas1 yapildi.
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5.2.2. Formaldehit inhalasyon Diizenegi

Formaldehit inhalasyonu Valentine ve Kennedy (2001) tarafindan ag¢iklandig
sekilde 6zel olarak iiretilen kabin (Cabinet 1000, Zenon Diagnostic, Istanbul,
Tiirkiye) kullanildi (Resim 1). Siganlar 6 hafta boyunca, giinde 8 saat (09:00-17:00)
ve 6 ppm dozunda FA’ya maruz birakildi. Kabin i¢i FA konsantrasyonunun istenilen
dozda ayarlanabilmesi i¢in MultiRae Lite (RAE Systems, San Jose, CA, USA) gaz
dedektorii kullanildi. Calisma sirasinda kabin i¢i sicaklik, nem ve hava akis hizi
strastyla 2242°C, % 45-55 ve 1,65+0,15 m3/s olacak sekilde ayarlandi. Cevreye FA
salmimi ve istenmeyen maruziyetlerin Oniine ge¢mek icin kabinin hava ¢ikis

kisminda aktif komiir i¢eren ¢ift karbon filtre kullanild.

Resim 1. Formaldehit maruziyet kabini.

5.2.3. Deneylerin Sonlandirilmasi ve Orneklerinin Toplanmasi

Deney gruplarinda yer alan sicanlar yukarida agiklandig: sekilde ilgili uygulama
siireleri sonunda giyotinle dekapite edilerek ¢alisma sonlandirildi. Kan ve doku
ornekleri (akciger, karaciger ve bobrek) toplandi. Kan 6rnekleri ikiye ayrilarak, ilk

kisimda taze kan ile comet teknigi calisildi. ikinci kistmdan ise kan plazma 6rnekleri
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ayrilarak 8-OHdG dl¢limleri yapilana kadar -80°C’de saklandi. Doku 6rnekleri ise
biyokimyasal parametreler calisilana kadar -20°C’de saklandi. Isik mikroskobu

caligmalari i¢in ise %10 notral tamponlu formaline alindi.

5.3. Kan Orneklerinde DNA Hasariin incelenmesi
5.3.1. Comet Teknigi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

Stok Lizis ¢ozeltisi: 2,5 M NaCl (146,4 g), 100 mM EDTA (37,2 g) ve 10 mM
Tris (1,2 g) 1000 ml distile su ile ¢6zeltisi hazirland: (pH 10).

Lizis ¢ozeltisi i¢in 89 ml stok lizis ¢ozeltisi, 1 ml Triton X-100 ve 10 ml DMSO
karigtirildi.

Notralizasyon tamponu:. 0,4 M Tris (48,5 g) 1000 ml distile su ile ¢ozeltisi
hazirland1 (pH 7,5).

Etidyum bromiir (Et-Br): 10 mg Et-Br 50 ml distile suda ¢6ziiliir. Boyama igin

hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1:5 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi.

Elektroforez tamponu: 37,5 ml 10 M NaOH ve 6,75 ml 0,1 M EDTA distile su
ile 1250 ml’ye tamamlanarak hazirland: (pH>13).

Alkali comet teknigi protokolii Singh ve ark.’nin ydnteminden mindr

modifikasyonlarla uygulanmistir (Singh ve ark., 1988).

Hiicreler %0,65’1ik LMA ile karistirilarak her bir 6rnek i¢in iki lam olacak
sekilde onceden HMA ile kaplanmis lamlara yayilldi ve lamel ile kapatildi.
Sonrasinda lamlar +4°C’de donmaya birakildi. Lameller dikkatlice uzaklastirilarak
lamlar lizis ¢6zeltisine alinarak (aliiminyum folyo ile sarili cam salede) +4°C’de 1,5
saat bekletildi. Lizis islemi tamamlaninca lamlar elektroforez tankina yerlestirildi.
Glig kaynagr 300 mA ve 15 V’a ayarlanarak 20 dk. elektroforezde birakildi.
Elektroforez sonrasinda lamlar dikkatlice tanktan alinarak nétralizasyon islemine tabi
tutuldu. Lamlar cam sale igerisinde ve +4°C’de 3x5 dk. olacak sekilde nétralizasyon
Ozeltisinden gecirildi. Son olarak lamlar, her birinde 5 dk. tutularak, sirasiyla %50,
75 ve absolii alkol ile fikse edilerek oda sicakliginda ve karanlikta kurumaya
birakildi.
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Goriintii analizi i¢in her bir lam, 6nceden hazirlanan, 20 pL Et-Br ile boyand:.
Her bir lamdan rastgele 50 (gruptaki her bir sigan i¢in toplam 100) lenfosit segilerek
X40 biiyiitme, 546 nm eksitasyon filtreli ve 590 nm bariyer filtreli kamera atagmanl
floresan mikroskobu (Olympus, BX51) ile incelendi. Kamera atagmani ile gekilen
goriintiller BAB Bs200Pro goriintii analiz programi kullanilarak hasar durumlari

degerlendirildi ve sonuglar kuyruktaki DNA yiizdesi, %DNA~, olarak verildi.

5.3.2. Plazma 8-OHdG Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma 8-OHdG diizeyleri ELISA kiti (Katalog No: CEA660Ge, Wuhan USCN
Business Co., Ltd., Houston, USA) ile olgiildii. Yontem, tiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda calisildi. Yontemin temeli 8-OHAG i¢in spesifik bir antikora karsi
biyotin isaretli 8-OHdG ile isaretsiz 8-OHdG (6rnek ve standart) arasindaki yarismali
inhibisyona dayanmaktadir. 5 farkli konsantrasyonda standart ve Ornekler ilgili
kuyucuklara eklenerek 37°C’de inkiibe edildi. Renk degisimi reaksiyonunu takiben
450 nm’de mikroplaka okuyucu (ELx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski,
USA) ile absorbans 6lgiildii. Plasma 8-OHdG diizeyleri pg/ml olarak ifade edildi.

5.4. Dokularda Biyokimyasal Incelemeler
5.4.1. Malondialdehit ve Glutatyon Ol¢iimleri

250-300 mg tartilan dokularin iizerine 10 kati hacimde %10 triklorasetik asit
(TCA) eklenerek homojenize edilerek santrifiijlendi (3000 rpm, 15 dk.).
Siipernatantlar alinarak esit hacimde %0,67 tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de 20
dk. kaynatildi. Siire sonunda tiipler sogutularak spektrofotometrede 532nm’de
Olgtimler yapildi. Sonuglar nmol/g doku olarak ifade edildi (Yagi, 1984). Dokularda
GSH diizeylerinin belirlenmesi i¢in Ellman ayiraci kullanildi. Siipernatantlarin
tizerine 0,3 M NayHPOQq ile ditiyobis nitro benzoik asit iceren Ellman ayirici ilave
edildi. Karanlikta 15 dk. inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 412 nm’de
olgiilerek sonuglar pmol/ g doku olarak ifade edildi (Boyne ve Ellman, 1972).
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5.4.2. Myeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Yontemde kullanilan ¢ozeltiler:

Cozelti I: % 0,5 HETAB; 50 mM K;HPQy i¢erisinde hazirlandi.

Cozelti 11: % 0,5 HETAB; 10 mM EDTA ve 50 mM K3;HPO, icerisinde hazirlandi.
Cozelti I11: 50 mM K;HPO, soliisyonu hazirlandi.

Akciger, karaciger ve bobrek dokularinda MPO aktivitesi tayini igin
spektrofotometrik yontem kullanildi (Hillegas ve ark., 1990). 0,25-0,30 g doku
ornegi agirhiginin 10 kat1 kadar (%w/v) ¢ozelti I igerisinde buzda homojenize edildi.
Elde edilen homojenattan 1,5 ml alinarak +4°C’de 12.000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatantlar atilarak tizerine 1,5 ml ¢ozelti Il eklendi ve vortekslenerek buz
icerisinde bekletildi. Icerisinde 2900 pl ¢ozelti 11 bulunan 37°C’deki tiiplere 30 ul o-
dianizidin ve 60 pl H,0, ilave edildi. Ust fazdan 50 pl &rnek alinarak tiiplere
eklendi. 3 dakika sonra reaksiyonu durdurmak i¢in %?2’lik sodyum azid eklendi ve

460 nm’de spektrofotometrede absorbans o6l¢iildii. Sonuglar U/g doku olarak ifade
edildi.

5.4.3. Kemiliiminesans Olgiimleri (luminol, lusigenin ve NO)

Kemiliiminesans o6l¢limleri luminol ve lusigenin problar1 kullanilarak
luminometre (EG&G Berthold Junior LB 9509, Bad Widbad, Almanya) ile yapildi
ve sonuglar rolatif 11k birimi (relative light unit-rlu) olarak ifade edildi. 10-30
mg’lik dokular kesilerek 2 ml PBS+HEPES (0,50 M fosfat tamponlu salin ve 20 mM

HEPES) tamponu igeren sayim tiiplerine alindi.

Luminol aracili 6l¢iim ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve
hidroperoksil radikalleri tespit edilirken, lusigenin aracili 6l¢iim ile siiperoksit
radikali tespit edilir. 0,2 M Iluminol veya lusigenin eklenen sayim tiipleri
luminometrede 1 dk.’lik araliklarla ve 5 dk. siire ile okutularak 6l¢timler alindi. Elde
edilen dl¢limler zamana kars1 grafige gecirilerek ‘egri alt1 alan’ hesaplandi ve AUC

rlu/g doku olarak ifade edildi.

Nitrik oksit Ol¢timleri icin saflagtirillmis luminol-hidrojen peroksit sistemi

kullanildi. Sayim tiipiine alinan dokularin {izerine sirasiyla 0,4 mM K,COj3, 60 uM
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desferal, 4 mM H,0, ve 3,6 uM saflastirilmig luminol ilave edilerek luminometre ile

sayim yapildi (Kikuchi ve ark., 1993).

Kemiluminesans Ol¢limlerinin degerlendirilmesinde kullanilan ‘egri alt1 alan’
(Area Under Curve, AUC) hesaplamasi, luminometre ile elde edilen sayimlarin
zamana kars1 grafige gecirilmesi ile yapilir. Elde edilen grafikten 6l¢iim noktalarinin
integrali alinarak AUC degeri hesaplanmaktadir (Kikuchi ve ark., 1993; Davies ve
ark., 1992; Haklar ve ark., 2002). Alan hesaplamada kullanilan formiil asagida yer

almaktadir.

Alan= At [(y2/2) + Y2+ Y3 + Y1+ (Yn/2)]
At: Zaman araligi.
n: Olgiim noktas1 sayisi.

Y1, Y2, ... Yn: Olgiimleri ifade eder.

5.5. Isik Mikroskobu Incelemeleri
Isik mikroskobu c¢alismalari i¢in dokular siganlar dekapite edildikten sonra %10
notral tamponlu formalinle fikse edildi. Fiksasyon sonrasi dokular takip islemine

alindi.

Doku takip islemi asagidaki gibi yapildi:
- %70 etanol, 1 gece;

- 2x %96 etanol, 30 dk;

- 2x Absoli etanol, 30 dk.;

- 2x Ksilen, 20 dk.;

- 2x Parafin, 2 saat.

Takip islemi bitiminde dokular doku gémme merkezinde (Mikrom AP280)
parafin blok haline getirildi. Rotari mikrotomda (Leica RM2125 RTS) parafin
bloklardan 3 pm kalinliginda kesitler lamlara alindi. Kesitlere rutin Hematoksilen ve
Eozin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Gomori’nin tek asamali trikrom (GT)
boyalar1 uygulandi (Wang ve ark., 2013). Ayrica akciger dokusu kesitlerinde
apoptozisi incelemek amaciyla terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP

nick end-labeling (TUNEL) yontemi uygulandi (Miyaji ve ark., 2001).
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5.5.1. Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Lamlara alinan kesitler etiivde 60°C’de 1 saat bekletildi.

Lamlar iki ayr1 ksilende 10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi.

Sirastyla %96, 80 ve 70’lik etanol serilerinden 10’ar dip gegirilerek hidrate edildi.
Akan su altinda yikama yapildi.

Gill Hematoksilen’de 3 dk. bekletildi.

Akan su altinda 5 dk. yikanarak niikleuslar morartildi.

%1’lik sulu Eozin’de 30 saniye bekletildi.

Akan su altinda yikandi.

Sirastyla %70, 80 ve 96’lik etanol serilerinden 10’ar dip gegirilerek dehidrate
edildi.

Lamlar kurumaya birakildi ve kapama maddesi ile kapatildi.

5.5.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyamasi

Lamlara alinan kesitler etiivde 60°C’de 1 saat bekletildi.

Lamlar iki ayr1 ksilende 10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi.

Sirasiyla %96, 80 ve 70’lik etanol serilerinden 10’ar dip gecirilerek hidrate edildi.
Distile sudan gegcirildi.

%0,5°1ik Periyodik asitte 5 dk. bekletildi.

Distile su ile yikandi.

Schiff belirtecinde 15 dk. bekletildi.

Akan su altinda 10 dk. yikandi.

Mayer Hematoksilende 5 dk. bekletildi.

Akan su altinda yikandi.

Sirasiyla %70, 80 ve 96’lik etanol serilerinden 10’ar dip gecirilerek dehidrate
edildi.

Lamlar kurumaya birakildi ve kapama maddesi ile kapatildi.

5.5.3. Gomori’nin Tek Asamal Trikrom (GT) Boyamasi

Lamlara alinan kesitler etiivde 60°C’de 1 saat bekletildi.
Lamlar iki ayr1 ksilende 10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi.
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- Srrastyla %96, 80 ve 70’lik etanol serilerinden 10’ar dip gecirilerek hidrate edildi.

- Distile sudan gegcirildi.

- Kesitler Bouin’s soliisyonunda 56°C’de 1 saat bekletildi.

- Sar1 renk gidene kadar musluk suyu altinda yikandi.

- Weigert Hematoksilen’de 10 dk. bekletildi.

- Musluk suyu altinda 10 dk. yikandi.

- Gomori One Step Trikrom soliisyonunda 20 dk. bekletildi.

- %0,5’1ik asitik asit ile hizla diferansiye edildi.

- Distile sudan gegirildi.

- Swrastyla %70, 80 ve 96’lik etanol serilerinden 10°ar dip gegirilerek dehidrate
edildi.

- Lamlar kurumaya birakildi ve kapama maddesi ile kapatildi.

5.5.4. Akciger Dokusunda TUNEL Yoéntemi (Apoptozis)

Akciger dokusunda apoptozisin arastirilmasi icin TUNEL yontemi kullanildi.
Yontem, Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (S7101,
Millipore, MA, USA) ile calisildi.

Parafine gomiilii akciger dokularindan mikrotomda 3 um kalinhiginda kesitler
alinarak 37°C’de 1 gece deparafinize edildi. Ksilen ve alkol serilerinden gegirilen
kesitler hidrate edildi. Sonrasinda Proteinaz K (20 pg/ml) ile oda sicakliginda 15 dk.
inkiibasyona birakildi. Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesi %3’lik H,O, (PBS
icinde, pH 7,4) ile 5 dk. siireyle baskilandi. Kesitler PBS ile yikandi, 6nce oda
1isisinda dengeleme tamponunda 30 dk., sonra terminal deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) enzimi damlatilarak 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi. Ardindan lamlar
yikama tampon ¢ozeltisi ile 10 dk. ¢alkalanarak yikandi. Kesitlere antidigoksigenin
konjugat1 uygulanarak oda 1s1sinda 30 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kesitler
PBS ile yikanarak DAB damlatildi ve 5 dk. bekletildi. Distile su ile yikama sonrasi
kesitlere Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Alkol serilerinden gegirilen

kesitler dehidrate edilen kesitler kapatildi ve 151k mikroskopu ile degerlendirildi.
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5.6. Istatiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin
istatistiksel analizleri i¢in Graph-Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programi kullanildi. Grup verilerinin karsilastiriimasinda tek-yonli varyans
analizini (one-way ANOVA) takiben Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.
p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. DNA Uzerine Etkilerin Incelenmesi
Sicanlarda FA maruziyetine baglh olarak olusan DNA hasarinin incelenmesi
amactyla plazma Orneklerinde 8-OHdG diizeyleri dlgiimii ve lenfositlerle comet

teknigi uygulandi.

6.1.1. Comet Teknigi: %6DNAT Diizeyleri

Lenfosit hiicrelerinin %DNAy diizeylerinde, FA-inh (43,81+£2,25) ve FA-ip
(48,43+4,69) gruplarinda K grubuna (24,13+£2,01) gore istatiksel olarak anlamli
(p<0,001) bir artig tespit edildi (Sekil 16). FA maruziyetini takiben uygulanan MEL
tedavisi sonrasinda FA-inh+MEL grubunda %DNA7 diizeylerinde, FA-inh grubuna
gore istatiksel olarak anlamli (28,96+1,78, p<0,001) bir diisiis goriildi. Benzer
sekilde FA-ip grubuna kiyasla FA-ip+MEL grubunda da %DNAs diizeylerinde
anlaml1 (36,52+ 1,61, p<0,001) bir diisiis gorildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Sigcanlardan elde edilen lenfosit hiicrelerinde %DNA+ sonuglari.
***n<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.



Resim 2. Kontrol grubunda comet goriiniimii.

Resim 3. FA-inh grubunda comet goriiniimii.
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Resim 4. FA-inh+MEL grubunda comet goriiniimii.

Resim 5. FA-ip grubunda comet goriiniimii.
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Resim 6. FA-ip+MEL grubunda comet goriiniimii.

Resim 7. MEL grubunda comet goriiniimii.
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6.1.2. Plazma 8-OHdG Diizeyleri

Plazma 8-OHdG diizeyleri K grubunda 16,63+1,01 pg/ml bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda sirasiyla 401,61 pg/ml ve 47,60+2,38 pg/ml olarak bulundu ve K
grubuna gore istatiksel anlam tasidig1 goriildi (p<0,001). FA-inh+MEL grubunda 8-
OHJAG diizeyleri 26,75+1,40 pg/ml olarak 6l¢iildii ve FA-inh grubuna gore istatiksel
anlamli bir diisiis oldugu goriildii (p<0,01). FA-ip+MEL grubunda ise yine benzer
sekilde FA-ip grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir disiis goriildi (p<0,001)
(Sekil 17).
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Sekil 17. Tiim gruplara ait plazma 8-OHdG diizeyleri.
***p <0,001 K grubuna +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.

6.2. Dokularda Biyokimyasal Bulgular

Sicanlara inhalasyon ve i.p. yolla uygulanan FA maruziyeti ve takiben
uygulanan MEL tedavisi sonucunda akciger, karaciger ve bobrek dokularinda
biyokimyasal parametrelerde (MDA ve GSH diizeyleri, MPO aktivitesi, luminol,
lusigenin ve NO diizeyleri) meydana gelen degisikler istatistiksel olarak

degerlendirilerek tablo ve sekillerle sunulmustur.
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Tablo 5. Siganlarin akciger, karaciger ve bobrek dokularinda MDA ve GSH
diizeyleri ve MPO aktivitesi 6l¢giim sonuglari.

Doku Gruplar MPA G5 MPO
(nmol/g doku) (umol/g doku) (U/g doku)
K 7,14+0,89 4,81+0,99 0,35+0,06
FA-inh 13,33+1,49" 2,13+0,52"" 0,79+0,22""
FA-ip 8,8+0,67 3,42+0,22"" 0,52+0,13"
AC MEL 6,91+0,73 4,91+0,35 0,29+0,07
FA-inh+MEL  8,21+0,55™"" 4,12+0,40" 0,37+0,08""
FA-iptMEL  7,39+0,50" 4,02+0,50 0,41+0,08
K 11,31+1,01 6,57+0,60 0,22+0,07
FA-inh 15,33+1,32"" 2,42+0,90" 0,41+0,15"
FA-ip 19,58+1,85 3,17+0,48" 0,53+0,12"
< MEL 12,66+1,06 6,28+0,97 0,26+0,08
FA-inh+MEL  12,83+0,89"" 5,560,697 0,30+0,06"
FA-ip+MEL  12,52+1,55" 5,4+1,05"* 0,31+0,05"
K 15,90+3,20 4,70+0,39 0,18+0,03
FA-inh 20,55+2,51" 3,16£0,40"" 0,32+0,10°"
FA-ip 24,09+2,91°" 3,35+0,30"" 0,38+0,04"
° MEL 14,81+2,70 5,10+0,37 0,16+0,04
FA-inh+MEL  16,94+2,48 4,26+0,33""" 0,25+0,06
FA-iptMEL  17,95+2,27" 4,024+0,57" 0,24+0,06™

AC: Akciger, KC: Karaciger, B: Bobrek

Sonuglar mean + SD olarak ifade edilmistir.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 K grubuna gore kiyasla; +p<0,05, ++p<0,01,
+++p<0,001 FA-inh grubuna goére kiyasla; #p<0,05, ## p<0,01, ###p<0,001 FA-ip
grubuna gore kiyasla.
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Tablo 6. Akciger, karaciger ve bobrek dokularinda kemiliiminesans yontemle

luminol, lusigenin ve nitrik oksit diizeylerinin 6l¢iim sonuglart.

Doku  Gruplar Luminol Lusigenin NO
(rlu/ mg) (rlu/mg) (rlu/ mg)
K 5,131,50 4,33+0,93 5,30+1,47
FA-inh 13,44+2,76" 36,70+11,187"  234,50+82,22""
FA-ip 7,48+3,02 15,69+4,70"" 99,98+66,62"
A MEL 3,94+0,79 4,08+0,96 4,78+0,94
FA-inh+MEL  5,04+0,64™"" 6,522,477 69,25+17,57"""
FA-ip+tMEL  5,40+1,72 4,50+1,01"% 38,80+10,50
K 3,25+1,05 3,61+1,08 3,88+1,04
FA-inh 5,96+1,48" 8,54+2,90 26,71+12,337
FA-ip 5,60+1,05 8,68+1,76 35,28+15,90"
e MEL 2,64+0,70 2,70+0,43 2,69+1,10
FA-inh+MEL  2,98+0,63""" 4,60+1,78"" 11,68+7,24"
FA-ip+MEL  2,93+0,56" 3,88+1,48" 14,37+4,52%
K 4,01+1,29 3,81+1,14 4,44+1 47
FA-inh 4,56+0,52 4,48+1,03 4,30+1,10
FA-ip 5,63+2,04 15,47+8,16" 38,58+7,24™"
° MEL 2,96+1,06 3,03+1,66 2,86+0,70
FA-inh+MEL  5,36+2,26 3,53+1,33 3,75+0,88
FA-ip+tMEL  3,35+0,94 5,75+3,34" 16,70+6,48"

AC: Akciger, KC: Karaciger, B: Bobrek

Sonuglar mean + SD olarak ifade edilmistir.

**p<0,01, ***p<0,001 K grubuna gore kiyasla;, +p<0,05, +++p<0,001 FA-inh
grubuna gore kiyasla; ##p<0,01, ###p<0,001 FA-ip grubuna gore kiyasla.



6.2.1. Dokularda MDA Diizeyleri Bulgulari

Akciger dokusuna ait MDA diizeyleri Sekil 18’de verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama MDA degeri 7,14+0,89 nmol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artig
gostererek sirasiyla; 13,33+1,49 (p<0,001) ve 8,80+0,67 (p<0,05) olarak belirlendi.
MEL verilen gruplarda MDA diizeylerinin anlamli bir sekilde distigi gorildi
(p<0,001, FA-inh+MEL; p<0,05, FA-ip+MEL).
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Sekil 18. Sicanlarin akciger dokularinda MDA diizeyleri.
*p<0,05, ***p <0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; #p<0,05 FA-ip
grubuna gore kiyaslandiginda.

Karaciger dokusuna ait MDA diizeyleri Sekil 19’da verilmistir. Kontrol
grubunda ortalama MDA degeri 11,31+1,01 nmol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda ortalama MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis
gostererek sirasiyla; 15,33+1,32 nmol/g doku (p<0,001) ve 19,58+1,85 nmol/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda MDA diizeylerinin
anlamhi bir sekilde distiigi; FA-inh+MEL grubunda 12,83+0,89 nmol/g doku
(p<0,01), FA-ip+MEL grubunda 12,52+1,55 nmol/g doku (p<0,001) olarak bulundu.
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Sekil 19. Sicanlarin karaciger dokularinda MDA diizeyleri.
***p <0,001 K grubuna; ++p< 0,01, +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-
ip grubuna gore kiyaslandiginda.

Bobrek dokularinda MDA diizeyleri Sekil 20°de verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama MDA degeri 15,90+3,20 nmol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis
gostererek sirasiyla; 20,55+2,51 nmol/g doku (p<0,05) ve 24,09+2,91 nmol/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi ile FA-inh+MEL grubunda ortalama MDA
diizeyin anlaml bir sekilde diismedigi goriildii (p>0,05). FA-ip+MEL grubunda ise
MEL’in ortalama MDA degerini anlamli bir sekilde diistirdiigii goriildi (17,95+2,27
nmol/g doku, p<0,01).
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Sekil 20. Sigcanlarin boébrek dokularinda MDA diizeyleri.
*p<0,05, ***p<0,001 kontrol grubuna; ##p<0,01 FA-ip grubuna gore
kiyaslandiginda.

6.2.2. Dokularda GSH Diizeyleri Bulgulari

Akciger dokusuna ait GSH diizeyleri Sekil 21°de verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama GSH degeri 4,81+0,99 pumol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
gostererek sirasiyla; 2,13+0,52 umol/g doku (p<0,001) ve 3,42+0,22 umol/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda; FA-inh+MEL
grubunda GSH diizeylerinin anlamli bir sekilde arttigi (4,12+0,40 pmol/g doku,
p<0,001), FA-ip+MEL grubunda ise anlamli bir degisme olmadig (p>0,05) goriildi.

Karaciger dokusuna ait GSH diizeyleri Sekil 22’de verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama GSH degeri 6,57+0,60 umol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
gostererek sirasiyla; 2,42+0,90 pmol/g doku (p<0,001) ve 3,17+0,48 umol/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda GSH diizeylerinin
anlamhi bir sekilde arttigi; FA-inh+MEL grubunda 5,56+0,69 pmol/g doku
(p<0,001), FA-ip+MEL grubunda 5,4+1,05 umol/g doku (p<0,001) olarak bulundu.
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Sekil 21. Siganlarin akciger dokularinda GSH diizeyleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p< 0,001 FA-inh grubuna gore kiyaslandiginda.
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Sekil 22. Siganlarin karaciger dokularinda GSH diizeyleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.

Bobrek dokusuna ait GSH diizeyleri Sekil 23’de verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama GSH degeri 4,70+0,39 pumol/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
gostererek sirasiyla; 3,16+£0,40 pmol/g doku (p<0,001) ve 3,35+0,30 umol/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda GSH diizeylerinin
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anlamli bir sekilde arttigi;; FA-inh+MEL grubunda 4,26+0,33 pmol/g doku
(p<0,001), FA-ip+MEL grubunda 4,02+0,57 pmol/g doku (p<0,05) olarak bulundu.

[op}
|

T +++

A,
RS, T 1
SYPrEY

PSS,
A,

*
*
*

Fat s
S
S
AT
FEEE
Pty
S
S

GSH pmol/g doku
S

N
|

<

T T T

MEL FA-inh+MEL FA-ip+MEL

1

ﬂ
?
S

K FA-inh

Sekil 23. Sicanlarin bobrek dokularinda GSH diizeyleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; #p<0,05 FA-ip grubuna gore
kiyaslandiginda.

6.2.3. Dokularda MPO Aktivitesi Sonuclari

Akciger dokusuna ait MPO aktivitesi sonuglar1 Sekil 24’de verilmistir. Kontrol
grubunda ortalama MPO aktivitesi 0,35+0,06 U/g doku olarak bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda ortalama MPO aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli bir artis
gostererek sirasiyla; 0,79+0,22 U/g doku (p<0,001) ve 0,52+0,13 U/g doku (p<0,05)
olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda; FA-inh+MEL grubunda MPO
aktivitesinin anlaml bir sekilde distigi (0,37+0,08 U/g doku, p<0,001), FA-
iptMEL grubunda ise anlamli bir degisme olmadigi (p>0,05) goriildii.

Karaciger dokusunda MPO aktivitesi sonuglar1 Sekil 25’de verilmistir. K
grubunda ortalama MPO aktivitesi 0,22+0,07 U/g doku olarak bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda ortalama MPO aktivitesi K grubuna goére anlamli bir artis
gostererek sirasiyla; 0,41+0,15 U/g doku (p<0,01) ve 0,53+0,12 U/g doku (p<0,001)
olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda MPO aktivitesinin anlamli bir
sekilde distiigii; FA-inh+MEL grubunda 0,30+0,06 U/g doku (p<0,05), FA-ip+MEL
grubunda 0,31+0,05 U/g doku (p<0,01) olarak bulundu.
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Sekil 24. Sicanlarin akciger dokularinda MPO aktivitesi sonuglari.
*p<0,05, ***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna gore kiyaslandiginda.
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Sekil 25. Sicanlarin karaciger dokularinda MPO aktivitesi sonuglari.
**p<0,01, ***p<0,001 K grubuna; +p<0,05 FA-inh grubuna; ##p<0,01 FA-ip
grubuna gore kiyaslandiginda.

Bobrek dokusunda MPO aktivitesi sonuglar: Sekil 26°da verilmistir. K grubunda
ortalama MPO aktivitesi 0,18+0,03 U/g doku olarak bulundu. FA-inh ve FA-ip
gruplarinda ortalama MPO aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli bir artig
gostererek sirastyla; 0,32+0,10 U/g doku (p<0,001) ve 0,38+0,04 U/g doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda; FA-ip+MEL
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grubunda MPO aktivitesinin anlamli bir sekilde diistiigii (0,244+0,06 U/g doku,
p<0,01), FA-inh+MEL grubunda ise anlaml1 bir degisme olmadigi (p>0,05) goriildii.
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Sekil 26. Siganlarin bobrek dokularinda MPO aktivitesi sonuglari.
***p<0,001 K grubuna; ##p<0,01 FA-ip grubuna goére kiyaslandiginda.

6.2.4. Dokularda Kemiliiminesans Ol¢iim Sonuclari

Akciger dokusunda luminol seviyelerinin sonuglar1 Sekil 27°de verilmistir. K
grubunda ortalama luminol seviyesi 5,13+1,50 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh
grubunda ortalama luminol seviyesi K grubuna gore anlamli bir artis gostererek
13,44+2,76 rlu/mg doku (p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi sonrast FA-
inh+MEL grubunda ortalama luminol seviyesi anlamli bir sekilde diiserek 5,04+0,64
rlu/mg doku (p<0,001) olarak bulundu. FA-ip ve FA-ip+tMEL gruplarinin ortalama

luminol seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii (p>0,05).

Karaciger dokusunda luminol seviyelerinin sonuglar1 Sekil 28’de verilmistir. K
grubunda ortalama luminol seviyesi 3,25+1,05 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh
ve FA-ip gruplarinda ortalama luminol seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli bir
artig gostererek sirasiyla 5,96+1,48 rlu/mg doku (p<0,001) ve 5,60+1,05 rlu/mg doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda ortalama luminol
seviyesinin anlamli bir sekilde diistiigli; FA-inh+MEL grubunda 2,98+0,63 rlu/mg
doku (p<0,001), FA-ip+MEL grubunda 2,93+0,56 rlu/mg doku (p<0,001) olarak

bulundu.
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Sekil 27. Siganlarin akciger dokularinda luminol seviyeleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna gore kiyaslandiginda.
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Sekil 28. Siganlarin karaciger dokularinda luminol seviyeleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,01 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.

Bobrek dokusunda luminol seviyelerinin sonuglart Sekil 29’da verilmistir.
Ortalama luminol seviyeleri K grubunda 4,01+1,29 rlu/mg doku; FA-inh grubunda
4,56+0,52 rlu/mg doku; FA-ip grubunda 5,63+2,04 rlu/mg doku; FA-inh+MEL
grubunda 5,36+2,26 rlu/mg doku; FA-ip+MEL grubunda 3,35+0,94 rlu/mg doku
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olarak bulundu. Ortalama luminol seviyelerinin gruplar arasinda anlaml bir farklilik

tasimadigi gorildi (p>0,05).
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Sekil 29. Sicanlarin karaciger dokularinda luminol seviyeleri.

Akciger dokusunda lusigenin seviyelerinin sonuglar1 Sekil 30’da verilmistir. K
grubunda ortalama lusigenin seviyesi 4,33+0,93 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh
ve FA-ip gruplarinda ortalama lusigenin seviyeleri K grubuna gére anlamli bir artig
gostererek sirasiyla; 36,70+11,18 rlu/mg doku (p<0,001) ve 15,69+4,70 rlu/mg doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda ortalama lusigenin
seviyesinin anlaml bir sekilde distiigii; FA-inh+MEL grubunda 6,52+2,47 rlu/mg
doku (p<0,001), FA-ip+MEL grubunda 4,50+1,01 rlu/mg doku (p<0,001) olarak

bulundu.

Karaciger dokusunda lusigenin seviyelerinin sonuglar1 Sekil 31°de verilmistir. K
grubunda ortalama lusigenin seviyesi 3,61+1,08 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh
ve FA-ip gruplarinda ortalama lusigenin seviyeleri K grubuna gore anlamli bir artig
gostererek sirasiyla; 8,54+2,90 rlu/mg doku (p<0,001) ve 8,68+1,76 rlu/mg doku
(p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda ortalama lusigenin
seviyesinin anlaml bir sekilde distiigii; FA-inh+MEL grubunda 4,60+1,78 rlu/mg
doku (p<0,001), FA-ip+MEL grubunda 3,88+1,48 rlu/mg doku (p<0,001) olarak

bulundu.
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Sekil 30. Siganlarin akciger dokularinda lusigenin seviyeleri.
***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.
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Sekil 31. Siganlarin karaciger dokularinda lusigenin seviyeleri.
***n<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna
gore kiyaslandiginda.

Bobrek dokusunda lusigenin seviyelerinin sonuglart Sekil 32°de verilmistir. K
grubunda ortalama lusigenin seviyesi 3,81+1,14 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-ip
grubunda ortalama lusigenin seviyesi K grubuna gore anlamli bir artig gostererek

15,47+8,16 rlu/mg doku (p<0,001) olarak bulundu. FA-inh grubunda K grubuna
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kiyasla anlamli bir fark gorilmedi (4,48+1,03, p>0,05). FA-ip+MEL grubunun
ortalama lusigenin seviyesinin anlamli bir sekilde diistiigii (5,75+3,34 rlu/mg doku,
p<0,001) goriildi.
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Sekil 32. Siganlarin bobrek dokularinda lusigenin seviyeleri.
***p<0,001 K grubuna; ###p<0,001 FA-ip grubuna gore kiyaslandiginda.

Akciger dokusunda NO seviyelerinin sonuglar1 Sekil 33’de verilmistir. K
grubunda ortalama NO seviyesi 5,30+1,47 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda ortalama NO seviyeleri K grubuna gore anlamli bir artig
gostererek sirasiyla; 234,50+82,22 rlu/mg doku (p<0,001) ve 99,98+66,62 rlu/mg
doku (p<0,01) olarak bulundu. MEL tedavisi sonrast FA-inh+MEL grubunda
ortalama NO seviyesi anlamli bir sekilde diiserek 69,25+17,57 rlu/mg doku
(p<0,001) olarak bulundu. FA-ip+MEL gruplarinin ortalama NO seviyelerinde
anlaml bir degisiklik olmadig: goriildii (38,80+10,50, p>0,05).

Karaciger dokusunda NO seviyelerinin sonuglari Sekil 34’de verilmistir. K
grubunda ortalama NO seviyesi 3,88+1,04 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-inh ve
FA-ip gruplarinda ortalama NO seviyeleri K grubuna gore anlamli bir artis
gostererek sirastyla; 26,71+£12,33 rlu/mg doku (p<0,001) ve 35,28+15,90 rlu/mg
doku (p<0,001) olarak bulundu. MEL tedavisi uygulanan gruplarda ortalama NO
seviyesinin anlamli bir sekilde distiigii; FA-inh+MEL grubunda 11,68+7,24 rlu/mg
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doku (p<0,05), FA-ip+MEL grubunda 14,37+4,52 rlu/mg doku (p<0,01) olarak

bulundu.
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Sekil 33. Siganlarin akciger dokularinda NO seviyeleri.
**p<0,01, ***p<0,001 K grubuna; +++p<0,001 FA-inh grubuna gore
kiyaslandiginda.
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Sekil 34. Siganlarin karaciger dokularinda NO seviyeleri.
***p<0,001 K grubuna; +p<0,05 FA-inh grubuna; ##p<0,01 FA-ip grubuna gore
kiyaslandiginda.

Bobrek dokusunda NO seviyelerinin sonuglari Sekil 35°de verilmistir. K
grubunda ortalama NO seviyesi 4,44+1,47 rlu/mg doku olarak bulundu. FA-ip
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grubunun ortalama NO seviyeleri K grubuna goére anlamli bir artis gostererek
38,58+7,24 rlu/mg doku (p<0,001) olarak bulundu. MEL uygulamasi sonrasi FA-
ip+MEL grubunda ortalama NO seviyesi anlamli bir sekilde diiserek 16,70+6,48
rlu/mg doku (p<0,001) olarak bulundu. FA-inh ve FA-inh+MEL gruplarinin
ortalama NO seviyelerinde anlaml1 bir degisiklik olmadig1 goriildi (p>0,05).
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Sekil 35. Siganlarin bobrek dokularinda NO seviyeleri.
***n<0,001 K grubuna; ###p<0,01 FA-ip grubuna gore kiyaslandiginda.

6.3. Histopatolojik Bulgular

Tim gruplardan elde edilen akciger, karaciger ve bobrek dokularinda
histomorfolojik degisikler H&E, PAS ve GT boyamalari uygulanarak incelendi.
Akciger dokusunda alveol yapisi, makrofaj artisi, epitel dejenerasyonu, kollajen
artig1, 6dem ve inflamasyon hiicrelerinin artig1 arastirildi. Karaciger dokusunda portal
alanda, hepatik vende ve hepatositlerde ortaya ¢ikan degisiklikler arastirildi. Bobrek
dokusunda glomeriillerde ve tiibiillerde meydana gelen degisikler histomorfolojik

olarak degerlendirildi.

Akciger dokusunda K grubunda alveollerin normal histolojik goriiniimde, alveol
bosluklarinin diizenli ve septa kalinliginin normal oldugu goriildii. FA-inh grubu ile
K grubu kiyaslandiginda, alveol yapisinda diizensizlik, intertisyel inflamasyon
hiicrelerinde artig, hemoraji ve septa kalinliginda artig goriildii. Ayrica epitel

dejenerasyonu ve alveol bosluklarinda kollajen birikimi gorildi. FA-inh+MEL
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grubunda alveollerdeki hasarin azaldigi, alveolar septada incelme, inflamasyon
hiicreleri ve kollajen birikiminde azalma oldugu goriildii. FA-ip grubunda ise
alveolar septada kalinlasma ve konjesyon bulgularina rastlandi ve bu bulgularin

MEL uygulamasi ile azaldig1 goriildii (Resim 8-25).

Karaciger dokusuna ait Ornekler incelendiginde K grubunda karaciger
dokusunun normal histolojik goriiniimde oldugu goriildii. FA-inh grubunda portal
alanlarda konjesyon ve 6dem, sinozoidal alanlarin genisledigi ve hepatositlerde
glikojen kaybi oldugu goriildii. MEL uygulamasi ile FA-inh+MEL grubunda portal
alanlardaki hasarin ve hemorajinin azaldigi, glokojen kaybinin FA-inh grubuna gore
daha az oldugu goriildii. FA-ip grubunda ise FA-inh grubundaki bulgulara ilave
olarak kollajen miktarinda artis oldugu ve bu etkilerin MEL uygulamas ile azaldigi
goriildii (Resim 26-43).

Bobrek dokusu degerlendirildiginde, K grubunda glomeriil ve tiibiil yapisi
diizenli goriildii. Glomeriiler kapiller bazal membranlar1 ve tubulus bazal
membranlar1 ince ve diizenli goriildi. FA-inh ve FA-ip gruplart K grubu ile
kiyaslandiginda, glomeriillerde genisleme ve konjesyon, intertisyel lenfoplazmositer
infiltrasyon ve tubuler epitel hiicrelerinde diizensizlesme oldugu goriildi. MEL
uygulamasi ile FA maruziyeti sonucu olusan bu etkilerde belirgin bir azalis olmadigi

gortildii (Resim 44-61).

Akciger dokusunda apoptozisi belirlemek amaciyla TUNEL yontemi kullanildi.
Yontemin degerlendirilmesinde kahverengi boyanmis TUNEL (+) apoptotik hiicreler
sayildi. TUNEL yo6nteminde pozitif kontrol dokusundaki boyama referans olarak
kabul edildi. TUNEL (+) hiicre sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml

bir fark goriilmedi.
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Resim 8. A, B. Akciger dokusu, K grubunda alveol boslugu (yildiz) ve alveolar
septanin (ok) normal goriiniimii. H&E boyasi.



Resim 9. A, B. MEL grubunda normal alveol yapisi (yildiz). H&E boyasi.



Resim 10. A, B. FA-inh grubunda epitel dokiilmesi (ok bas1), intertisyel inflamasyon
(y1ldiz), septa kalinliginda artis (a) ve hemoraji (ok). H&E boyasi.
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Resim 11. A, B. FA-inh+MEL grubunda intertisyel inflamasyonda azalma, septa
kalinliginda incelme ve hemorajide azalma (yildiz). H&E boyasi.
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Resim 12. A, B. FA-ip grubunda alveolar septa kalinlasmasi ve hemoraji (ok). H&E
boyasi.



Resim 13. A, B. FA-ip+MEL grubunda alveolar septa kalinlasmasi ve hemorajide
azalma. H&E boyasi.



Resim 14. Akciger dokusu: K grubunda normal alveol yapisi. PAS boyasi.

Resim 15. Akciger dokusu: MEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 16. A, B. Akciger dokusu: FA-inh grubu. PAS boyasi.
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Resim 17. A, B. Akciger dokusu: FA-inh+MEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 18. A, B. Akciger dokusu: FA-ip grubu. PAS boyasi.
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Resim 19. A, B. Akciger dokusu: FA-ip+tMEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 20. Akciger dokusu: K grubunda normal alveol yapisi. GT boyasi.

Resim 21. Akciger dokusu: MEL grubunda normal akciger yapisi. GT boyasi.
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Resim 22. A, B. Akciger dokusu: FA-inh grubu, hafif kollajen artis1 (yildiz). GT
boyasi.
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Resim 23. A, B. Akciger dokusu: FA-inh+MEL grubu, kollajen miktarinda azalma.
GT boyast.
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Resim 24. Akciger dokusu: FA-ip grubu. GT boyasi.

Resim 25. Akciger dokusu: FA-ip+tMEL grubu. GT boyasi.
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Resim 27. MEL grubunda karacigerin normal yapisi. H&E boyasi.
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Resim 29. Karaciger dokusu: FA-inh+MEL grubunda hemorajide azalma (ok). H&E
boyasi.
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Resim 31. Karaciger dokusu: FA-ip+MEL grubu. H&E boyasi.
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Resim 33. MEL grubunda karacigerin normal yapisi. PAS boyasi.
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Resim 35. Karaciger dokusu: FA-inh+MEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 37. Karaciger dokusu: FA-ip+MEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 38. K grubunda karacigerin normal yapisi. GT boyasi.

Resim 39. MEL grubunda karacigerin normal yapisi. GT boyasi.
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Resim 41. Karaciger dokusu: FA-inh+MEL grubu. GT boyasi.
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Resim 43. Karaciger dokusu: FA-ip+tMEL grubu, kollajen miktarinda azalma. GT
boyasi.
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Resim 45. MEL grubunda bobregin normal yapisi. H&E boyasi.
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Resim 46. Bobrek dokusu: FA-inh grubu, inlamatuvar hiicre infiltrasyonu (yildiz).
H&E boyasi.

Resim 47. Bobrek dokusu: FA-inh+MEL grubu. H&E boyasi.
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Resim 48. Bobrek dokusu: FA-ip grubu. H&E boyasi.

Resim 49. Bobrek dokusu: FA-ip+tMEL grubu. H&E boyasi.
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Resim 50. K grubunda bébregin normal yapisi. PAS boyasi.

Resim 51. MEL grubunda bobregin normal yapisi. PAS boyasi.
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Resim 53. Bobrek dokusu: FA-inh+MEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 55. Bobrek dokusu: FA-ip+tMEL grubu. PAS boyasi.
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Resim 56. K grubunda bobregin normal yapisi. GT boyasi.

Resim 57. MEL grubunda bobregin normal yapisi. GT boyasi.
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Resim 58. Bobrek dokusu: FA-inh grubu. GT boyasi.

Resim 59. Bobrek dokusu: FA-inh+MEL grubu. GT boyasi.
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Resim 61. Bobrek dokusu: FA-ip+MEL grubu. GT boyasi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Formaldehit, aldehit grubunun en basit iiyesi olan, renksiz, keskin kokulu, suda
yiiksek c¢oziiniirliige sahip ve oldukga reaktif olan bir kimyasal olup, hastane ve
saglik kuruluglariin anatomi, histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda doku ve
kadavranin korunmasi ve fiksasyonu amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica mobilya,
tekstil ve deri iriinleri sanayisinde, gida ambalajlarinin sterilizasyonu, kozmetik
tirtinleri, fenolik ve melamin reginelerin tretimi gibi birgok endiistri alaninda da
kullanima sahiptir (Raja ve Sultana, 2012; Olsen ve Dgssing, 1982; ATSDR, 1999;
Cai ve ark., 2000; Que ve ark., 2007). Genis bir kullanim alanina sahip olmasi
nedeniyle arastirmacilar FA’nin insan sagligi iizerine etkilerinin incelenmesine
yogunlagsmistir. FA maruziyetine bagli insan sagligi iizerine ilk olumsuz etkiler
1960’11 yillarda, prefabrike evlerde yasayanlarin gozlerinde ve iist solunum
yollarinda iritasyona yol ac¢tigi seklinde bildirilmistir (Roffael, 1997). Yapilan
arastirmalar sonucunda, insan sagliginin olumsuz yonde etkilenmemesi igin ¢esitli
saglik otoritelerince (WHO, OSHA, NIOSH vb.) gerek isyeri gerekse ev igi

havasinda bulunmasina izin verilen FA miktari regiile edilmistir (IARC, 2012).

Formaldehit sudaki yiiksek ¢oziiniirliigii nedeniyle o6zellikle solunum yolu ve
gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde absorbe olarak biyomolekiillerle reaksiyona
girebilmekte ve toksik etkilerini gostermektedir (Khamgaonkar ve Fulare, 1991;
Murta ve ark., 2016; Kim ve ark., 2011). Viicutta yarilanma siiresinin oldukga kisa
olmasi sebebiyle ilk etkileri temas ettigi dokuda ortaya ¢ikmaktadir. Baslica solunum
yoluyla maruz kalindigi i¢in 6zellikle solunum sistemini etkilemekte olup; deri, sinir
sistemi ve lireme sistemi iizerine de toksik etkiler gostermektedir (Duong ve ark.,

2011; Murta ve ark., 2016; Lyapina ve ark., 2012).

Melatonin kardiyovaskiiler kamplikasyon, konviilsiyon terapisi, vardiyali
calisma ve jet lag gibi sirkadyen ritim bozukluklarinin iyilestirilmesinde 6nemli rolii
olan bir norohormondur (Altun ve Ugur-Altun, 2007). Son yillarda yapilan
calismalar MEL’in serbest radikal siipiiriici, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimlerin gen reglilasyonu gibi farkli terapotik oOzelliklere sahip oldugunu
gostermistir (Pieri ve ark., 1994; Rodriguez ve ark., 2004; Omurtag ve ark., 2008).
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Comet teknigi FA dahil genotoksik ajanlara maruziyetin biyoizlenmesinde
kullanilan ve DNA hasariin diizeyini gostermek amaciyla siklikla kullanilan bir
tekniktir (Collins, 2004; Sardas ve ark., 2010; Beceren ve ark., 2016). FA’nin yiiksek
elektrofilik 6zellik tasimasindan dolay1 6zellikle niikleofilik merkez iceren DNA ve
RNA gibi biyomolekiillerle dogrudan reaksiyona girerek adduktlar olusturabilme
kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir (Lu ve ark., 2010). Ye ve ark.’nin farelerle
yaptiklar1 bir c¢alismada inhalasyonla verilen FA’nin DNA-protein c¢apraz
baglanmalarina yol agtig1 goriilmistiir (Ye ve ark., 2013 ). Im ve ark. FA’ya maruz
birakilan si¢anlarin lenfosit ve karaciger hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarini
comet teknigi ile incelemis ve %DNAT degerlerinin istatiksel olarak arttig1
goriilmistir (Im ve ark., 2006). FA’nin DNA {izerine etkileri ¢esitli hiicre kiiltiirii
hatlarinda comet teknigi ile arastirildiginda genotoksik oOzellik gosterdigi
bildirilmistir (Speit ve Merk, 2002; Speit ve ark., 2007). Ciftci ve ark.’nin siganlarla
yaptiklar ¢aligmada i.p. olarak verilen FA’ nin 8-OHdG diizeylerinde istatiksel olarak
anlaml1 bir artisa neden oldugunu géstermistir (Ciftci ve ark., 2015). Benzer sekilde
inhale edilen FA’nin siganlarda 8-OHdG diizeylerinde artisa yol agtigi bildirilmistir
(Im ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2011). Patoloji ve anatomi laboratuvarlarinda ve
kontraplak fabrikasinda c¢alisanlarla yapilan c¢alismalarda FA’nin DNA iizerine
etkileri mikroniikleus testi, kardes kromatid degisimi testi ve comet teknigi ile
incelenmis ve FA’ya mesleki olarak maruz kalan ¢alisanlarda kontrol grubuna gore

artmis DNA hasar1 tespit edilmistir (Costa ve ark., 2008; Lin ve ark., 2013).

Yapmis oldugumuz deneysel g¢alismada siganlara uygulanan FA’nin comet
tekniginde %DNA~ diizeylerinde ve plasma 8-OHdG diizeylerinde istatiksel bir artisa
yol agtig1 goriildii. MEL verilen gruplarda ise %DNA+ ve 8-OHdG diizeylerinde

anlaml bir diisiis oldugunu goézlemledik.

Normal fizyolojik fonksiyonlar esnasinda ya da disardan belli ajanlara maruziyet
sonucu olusan serbest radikaller ve bunlarin etkilerine karsi koruyucu antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine degismesi durumunda
oksidatif stres ortaya ¢ikar. Organizmanin kimyasallara maruz kalmasi sonucu
hiicrei¢i ve hiicredist miktarlart artis gosteren ROS’lar membran lipitleri, proteinler
ve niikleik asitlerin yapilarin1 bozarak oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif stres

FA’nin neden oldugu toksik etkilerin ortaya c¢ikmasindaki mekanizmalardan biri
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olarak goriilmektedir (Murta ve ark., 2016; Faghani ve ark., 2014; Abdulgader ve
Mustafa, 2014). Bizim ¢alismamizda da FA maruziyeti sonucunda akciger, karaciger
ve bobrek dokularinda oksidatif stres parametrelerinde anlamli bir artis oldugu
goriildii. GSH endojen olarak iiretilen ve FA dahil olmak iizere bir¢cok ksenobiyotigin
detoksifikasyonunda rol alan antioksidan bir molekiildiir. GSH’nin hiicrelerde
birincil gorevi ROS’lar1 siipiirerek biyomolekiillerin hasarina kars1 koruyucu bir rol
oynamasidir. Viicuttaki GSH’nin yaklasik %401 karacigerde bulunmaktadir. GSH
hiicrelerde FA ile direkt etkilesime girerek once S-hidroksimetil-GSH’ye sonra da
formik asite doniiserek viicut digina atilmasina katkida bulunur (Teng ve ark., 2001).
Artmig FA maruziyeti sonucunda GSH depolar tiiketilerek doku ve hiicrelerde

hasara yol agmaktadir (Matsuoka ve ark., 2010).

Calismamizda FA verilen siganlarin akciger, karaciger ve bobrek dokularinda
GSH seviyelerinin istatiksel olarak diistiigi gortildii. GSH diizeylerinde goriilen bu
diistis ile FA’nin GSH ile konjuge olarak formik asite yikimi ve atiliminin
siirlanmast beklenmektedir. Dokularda goriilen bu etkilerin FA ile beraber MEL
uygulamas ile tersine dondiigii ve GSH diizeylerinin yiikseldigi gozlemlendi. Bu
durum MEL’in antioksidan 6zelligi tasidigin1 ve FA maruziyetinin dokularda neden
oldugu oksidan hasara kars1 koruyucu etkiye sahip olabilecegi seklinde yorumlanda.

Lipit peroksidasyonu dokularda ROS artigina bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif
stres durumunda meydana gelmektedir. Ozellikle membran lipitlerinin oksidasyona
ugramasi sonucu hiicrenin fonksiyonel biitiinliigiinde bozulma olmaktadir. MDA lipit
peroksidasyonunun bir {riinii olup ayni zamanda dokularda oksidan hasarin
gosterilmesinde kullanilan bir biyogostergedir (Casini ve ark., 1986). Tang ve
ark.’nin farelerde 5 giin boyunca i.p. olarak FA uygulamasi sonucu testis dokularinda
MDA diizeylerinde artis olmustur (Tang ve ark., 2003). Zararsiz ve ark.’nin yaptigi
deneysel calismada 14 giin boyunca sicanlara FA uygulamasi sonucu beyin
dokularinda MDA degerlerinin anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir (Zararsiz ve ark.,
2006). Sicanlarla yapilan bir baska calismada FA’nin serum total antioksidan
kapasitesini disiirdiigii ve serum MDA diizeylerini arttirdig bildirilmistir (Ciftci ve
ark., 2015). Murta ve ark.’nin siganlarda farkli dozlarda FA uygulamasi sonucu
akciger dokularinda artan FA konsantrasyonuna bagli olarak MDA diizeylerinin
arttigr gorilmistir (Murta ve ark., 2016). Sogiit ve ark.’nin subakut (4 hafta) olarak
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sicanlarda yaptig1 calismada FA’nin karaciger GSH diizeylerini diisiirdiigii ancak
MDA diizeylerinde anlamli bir artis olmadigi goriilmistiir (Sogiit ve ark., 2004).
Bizim c¢alismamizda 6 hafta boyunca giinde 6 ppm olarak inhalasyonla ve 14 giin
boyunca i.p. 10 mg/kg/giin uygulanan FA’nin sicanlarin akciger, karaciger ve bobrek
dokularinda MDA diizeylerinin istatiksel olarak arttig1 goriildi. MDA diizeylerinde
goriilen bu artisin dokularda FA maruziyetine bagh olarak tiiketilen GSH depolarinin
bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilebilir. FA ile beraber MEL uygulamasinin
doku GSH diizeylerini arttirmakla kalmayip ayn1 zamanda MDA diizeylerinin de
diismesini saglayarak lipit peroksidasyonunu 6nemli 6l¢iide Onledigi goriildi. Bu
durum FA toksisitesinde antioksidanlarin oneminin yiiksek oldugunun ve doku
antioksidan kapasitesini  arttirarak aynm1 zamanda lipit peroksidasyonunun
onlenmesinde de 6nemli rolleri oldugunun gostergesi olarak diistiniilebilir. Yiiksek
MDA diizeylerinin DNA ile etkilesim sonucu tek-zincir kiriklari, seker-fosfat
iskeletinde ve belli bazlarda modifikasyonlar olusturarak mutasyonlara yol
acabilecegi Dbildirilmistir (Negre-Salvayre ve ark.,, 2008; Catala, 2009).
Calismamizdan elde edilen verilere gore yiiksek %DNA+ diizeyleri ile dokularda

artmig MDA diizeyleri arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir.

Fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzim olan MPO inflamatuvar
stirecte ekstraseliiler siviya salinir. Polimorfoniikleer 16kositlerin %90’dan fazlasini
olusturan nétrofiller; ROS’lar ve sitokinler tarafindan aktive edilirler. Aktive
notrofiller dokularda MPO enzimi salimimi saglar ve oksidatif stres durumunda
artmis MPO aktivitesi oksidan molekiillerin {iretimini ve nihayetinde doku hasarina
yol agar (Nauseef, 1998; Sener ve ark., 2015). Siganlarla yapilan iki farkli ¢alismada
FA maruziyetinin karaciger dokularinda MPO aktivitesini anlamli derecede
arttrmadig  bildirilmistir (Bakar ve ark., 2015; Sogut ve ark., 2004). Bizim
calismamizda FA maruziyetinin akciger, karaciger ve bobrek dokularinda MPO
aktivitesini istatiksel olarak anlamli derecede arttirdigi goriilmiistir. FA maruziyeti
ile beraber MEL uygulamasinin dokularda MPO aktivitesini diistirdiigii goriildi,
sadece akciger dokusunda 1.p. olarak verilen FA’ya kars1t MEL uygulamasinin MPO
aktivitesini anlamli derecede diisiirmedigi goriilmiistiir. Ayrica ¢alismamizda MPO
aktivitesi tayininden elde edilen veriler 151k mikroskobu incelemelerinde dokularda
gozlemlenen orta derece inflamasyon ile desteklenmektedir.
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Oksijen-tiirevi  serbest radikallerin doku hasarindaki rolleri daha Onceki
calismalarda raporlanmis (Bakar ve ark., 2015; Arthur ve ark., 1985) ve serbest
radikallerin siipiiriilmesinin dokularin oksidan hasara karsi korunmasinda 6nemli
oldugu bildirilmistir (Ciftci ve ark., 2015; Alturfan ve ark., 2012; Sener ve ark.,
2007). SOD, CAT, ve GPx (glutatyon peroksidaz) enzimleri dokularda olusan
ROS’larin enzimatik olarak parcalanmasinda ve zararsizlastirilmasinda rol alan
enzimlerdir. SOD enzimi siiperoksit radikalini hidrojen peroksite dontsiimiinii
katalizleyerek lipit peroksidasyonunun oOnlenmesinde rol oynar. CAT yiiksek
konsantrasyondaki hidrojen peroksiti suya pargalar. GPx enzimi ise hem disiik
konsantrasyonda bulunan hidrojen peroksiti suya parcalar hem de lipit
hidroperoksitlerinin dokulardan uzaklastirilmasinda rol oynar. Bu enzimlerin
aktivitelerinde meydana gelecek azalma ile dokularda bulunan ROS miktarinda artis
meydana gelecektir. Onceki c¢alismalarda FA maruziyetinde bu enzimlerin
aktivitelerinin diistiigii raporlanmistir (Bakar ve ark., 2015; Gerin ve ark., 2016).
Ancak literatiirde FA maruziyeti ile ROS miktarlarinin kemiliiminesans yontemle
Olciildigi bir caligmaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda FA maruziyeti
sonrasinda akciger, karaciger ve bobrek dokularinda luminol ve lusigenin aracili
ROS miktarlar1 Olgiilmiistiir. Akciger dokusunda kemiliiminesans Ol¢limler
incelendiginde luminol diizeylerinin sadece FA-inh grubunda artis gosterdigi
goriilmustiir. Buna karsin FA ile beraber MEL uygulamasinin luminol diizeylerini
diistirdiigii goriilmiistiir. Karaciger dokusunda luminol diizeylerinin FA-inh ve FA-ip
gruplarinin her ikisinde de arttigi gozlemlenmistir. MEL uygulamasi ile luminol
diizeylerinin karaciger dokusunda azaldigi goriilmistiir. FA-inh ve FA-ip gruplarinda
akciger ve karaciger dokularinda lusigenin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamh
bir artig gostermis ve bu etkilerin MEL uygulamasi ile azaldigi goriilmiistiir. Bobrek
dokusunda luminol diizeylerinin gruplar arasinda anlamli bir farklilik tasimadigi
goriilmiistiir. Bobrek dokusunda lusigenin diizeyleri incelendiginde ise FA-ip
grubunda artis oldugu ve MEL uygulamasi ile lusigenin diizeyinin diistigi
goriilmiistiir. Onceki calismalarda da gosterildigi gibi FA'nmin SOD aktivitesini
azaltarak dokularda serbest radikal salinimini arttig1 ve hiicrei¢i oksidan/antioksidan

dengeyi oksidan yonde degistirdigi sonucuna varmaktayiz.
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Ugmakli ve ark.’nin yaptigi bir ¢calismada FA maruziyeti sonrasinda karaciger
dokusunda iNOS ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak ve NO diizeyi ise
spektrofotometrik olarak incelenmis, doku iNOS ekspresyonu ve NO diizeyinde artis
oldugu raporlanmistir (U¢makli ve ark., 2013). Bir bagka ¢aligmada ise FA verilen
sicanlarin kalp dokularinda NO diizeylerinin arttigr gorilmiistiir (Gule¢ ve ark.,
2006). Bizim ¢alismamizda kemiliiminesans yontemle akciger, karaciger ve bobrek
dokularinda NO diizeyleri Olgililerek karsilastirilmistir. Akciger ve karaciger NO
diizeyleri FA-inh ve FA-ip gruplarinin her ikisinde de kontrole gore anlamli bir artis
gostermis olup bobrek dokusunda sadece FA-ip grubunda NO diizeyinin arttig
goriilmiistiir. MEL uygulamasinin FA’nin indiikledigi NO diizeylerini baskilayarak

dokulardaki diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir.

Campos ve ark.’nin farelerle yaptig1 bir caligmada sigara dumanina maruz kalma
sonucunda alveolar limen alaninda artis oldugu gdzlenmistir (Campos ve ark.,
2014). Murta ve ark.’nin yaptig1 calismada alveolar limende artig, septa hacim
yogunlugunda azalma ve inflamatuvar hiicre artisi gérilmistir (Murta ve ark.,
2016). Bizim ¢alismamizda FA maruziyetine bagli olarak FA-inh grubunda akciger
dokusunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, alveolar septa kalinlagsmasi ve kollajen
miktarinda artis gortilmiistiir. FA ile beraber MEL uygulamasi oksidatif doku
hasarin1 azaltmistir. FA-ip grubunda ise belirgin bir farklilik goriilmemistir. Akciger
dokusunda goriilen bu histopatolojik degisiklikler artmig MDA diizeyleri ve GSH
depolarinda azalma seklinde ortaya c¢ikan biyokimyasal parametrelerle de
desteklenmektedir. Oksidatif stres ile inflamatuvar hiicre infiltrasyonu arasindaki
iliski daha oOnceki c¢alismada ortaya konmus ve dokuda artmig ROS miktari
hiicrelerde inflamatuvar cevabi indiiklemektedir (Murta ve ark., 2016). Bu nedenle
FA’nim lipitler, proteinler ve DNA ile dogrudan etkileserek ya da dolayli yoldan
normal hiicre metabolizmasini engelleyerek ROS {iretimini indiikledigi O6ne
stiriilebilir. MEL’in oksidatif doku hasarina karsi iyilestirici antioksidan etkileri daha
onceki bir caligmada bildirilmistir (Omurtag ve ark., 2008). MEL’in FA’nin
indiikledigi hasara karsi antioksidan savunma sistemini destekleyerek pulmonar

dokuyu korudugu diisiiniilebilir.

Karaciger FA dahil disardan maruz kaldigimiz toksik bir ¢ok ksenobiyotigin

metabolizmasinin merkezinde yer alan hayati bir organdir. Dolayisiyla, karaciger
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sahip oldugu yiiksek metabolik aktivite nedeniyle toksik maddelerin ana hedef
organidir. Deney hayvanlar ile yapilan gesitli ¢alismalar FA’nin hepatositlerde
dejenerasyonlara (Ugmakli ve ark., 2013), portal ve santral vende hasarlara (Bakar ve
ark., 2015), membran biitiinliiglinde bozulmalara ve vakuolizasyona (Strubelt ve ark.,
1989) neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda karaciger dokusunda 1s1k
mikroskobu incelemelerinden elde edilen sonuglar daha onceki bu ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir. Portal alanda ve hepatositlerde goriillen hasari
sinlizoidlerde konjesyon bulgularinin takip ettigi goriilmiistiir. FA ile beraber MEL
uygulamasinin hepatik hasari iyilestirdigi, konjesyon ve hepatosit hasarinin daha az
oldugu goriilmiistiir. FA’nin indiikledigi bobrek dokusunda morfolojik degisiklikler
glomeriillerde epitel hasari, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve proksimal ve distal
tubullerde dejenerasyon olarak daha onceki calismalarda gosterilmistir (Bakar ve
ark., 2015; Faghani ve ark., 2014). Bizim c¢alismamizda FA’nin glomeriiler
genisleme, intertisyel hiicre infiltrasyonu, epitel dokiilmesi ve orta derece konjesyon
bulgularina yol agtig1 goriilmistiir. Bu bulgularin 6zellikle FA-ip grubunda FA-inh
grubuna gore biraz daha fazla oldugunu gozlemledik. MEL uygulamasmin FA’nin
neden oldugu bobrek hasarini azalttigt ancak bu azalmanin anlamli derecede

olmadig1 gortilmiistiir.

Sonug olarak siganlar iizerinde yapmis oldugumuz bu c¢aligmada, biyokimyasal
ve histopatolojik incelemeler sonucunda formaldehite maruz kalan siganlarin akciger,
karaciger ve bobrek dokularinda oksidan hasara yol ag¢tigi, ayrica kan 6rneklerinde

yapilan aragtirmalar ile formaldehitin DNA hasarina da neden oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alisma formaldehitin inhalasyon ve intraperitonal olarak iki farkli yolla
siganlara uygulandig1 ve formaldehitin ¢oklu organlar {izerine ne gibi etkilerinin
oldugunun gosterildigi bir ¢aligmadir. Formaldehit maruziyetinin yol agtig1 bu toksik
etkilere kars1 melatoninin koruyucu rolii incelendiginde, melatoninin reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimini baskiladigi, nétrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi ve dokularda
oksidan/antioksidan durumu dengeleyerek oksidatif stresi azalttigi gorilmiistiir.
Biyokimyasal veriler géz oniine alindiginda melatoninin formaldehit maruziyetine
bagl oksidatif doku ve DNA hasarma kars1 giiclii bir antioksan etki gosterdigi
goriilmiistiir. Histopatolojik incelemelerde ise formaldehitin olusturdugu morfolojik

degisikliklere kars1 etkilerinin minimal oldugu goriilmiistiir. Bu durum melatoninin
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oksidatif strese bagli doku hasarinda biyokimyasal parametrelerde anlamli bir
gerileme gostermesiyle birlikte histolojik diizeyde bu etkilerin yansimasinin daha

sonra ortaya ¢ikabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Formaldehit olduk¢a yaygin ve sik kullanim alanma sahip olmasi sebebiyle
gerek is yeri havasinda gerek g¢evreden kirletici olarak insanlarin siirekli maruz
kaldig1 bir kimyasaldir. Is yeri havasinda bulunmasina izin verilen miktar1 her ne
kadar kisitlanmis olsa da minimal miktarlarda bile uzun siire maruz kalinmasi
sonucunda insan sagligi lizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Melatoninin
formaldehit toksisitesine karsi kullanigh bir antioksidan destegi olabilecegi ve bu
calismadan elde edilen sonuglarin insanlara ekstrapolore edilebilmesi i¢in uzun siireli

melatonin uygulamasi igeren ileri caligmalarin yapilmasi onerilebilir.
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