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1. OZET

Formaldehit (FA) dokularda oksidatif strese neden olmakta ve enerji
metabolizmasint da bozmaktadir. Calismamizda FA’nin bobrek ve karaciger
tizerine bilinen zararh etkilerinin oksidatif stres ile aktiflesebilen hiicre zar1 iyon
kanallarindan transient reseptor potansiyel melastatin 2 (TRPM?2) kanallarindaki
aktivasyon artisina bagli olabilecegi Ongoriilmiistir. Aymi  sekilde enerji
metabolizmasini bozdugu bilinen FA ile lipit metabolizmasi diizenleyicisi olan
betatrofin arasinda bir iligki olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica FA’nin karacigerde
olusturdugu hasara kars1 bir antioksidan olan karnozinin bilinen yararl etkisinin,
bobrekler i¢inde gecerli olup olmadiginin ve karnozinin her iki dokudaki olasi
tyilestirici etkisinin de TRPM2 kanallar1 ve betatrofin ile iliskisinin agiga
¢ikarilmasi amaglandi.

Calismamizda ortalama agirliklar1 260 gram olan 8-10 haftalik 28 adet Sprague
Dawley cinsi erkek siganlar kullanildi. Kan, bobrek ve Kkaraciger doku
sUpernatantlarindaki betatrofin seviyeleri ELISA ydntemi ile tayin edilirken total
oksidan seviyesi (TOS) ve total antioksidan seviyesi (TAS) REL yontemi ile analiz
edildi. Bobrek ve karaciger dokularinda  betatrofin  ve  TRPM2
immunreaktivitelerinin belirlenmesi immiinohistokimyasal yontemle ¢aligildi.
Ayrica apoptotik htcrelerin belirlenmesi i¢in TUNEL metodu uygulandi.

FA maruziyeti bobrek ve karaciger dokularinda ciddi hasarlara yol acti.
Bunun yaninda, FA maruziyeti bobrek ve karaciger dokulari ile kanlarda betatrofin
konsantrasyonlarinin  diismesine, TOS seviyelerinin yiikselmesine, TAS

seviyelerinin diismesine, TUNEL pozitifliginin artmasina sebep olurken, TRPM2



kanallarin1 da aktiflestirdi. Karnozin suplementasyonu ise FA’nin neden oldugu
histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikleri blylk oranda duzeltti.

Sonug olarak, FA maruziyetiyle olusan oksidatif hasara kars1 tedavi olarak
verilen karnozin oksidatif stresi baskilayarak bu hasarin tamamina yakinini ortadan

kaldirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, Bobrek, Karaciger, TRPM2 Kanallari,

Betatrofin, Karnozin.



2. ABSTRACT

Effects of Carnosine on Apoptosis, TRPM2 lon Channels, and
Betatrophin Hormone in Kidney and Liver Tissues of Rats Experimentally

Exposed to Formaldehyde

Formaldehyde (FA) causes oxidative stress in the tissues and deteriorates
the energy metabolism. We assumed in our study that the known adverse effects of
FA on kidneys and liver might be related to the increase of the activation in the
transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) channels, which could be
activated with the oxidative stress from the ion channels in the cellular membranes.
Likewise, we suggested that there could be a correlation between the FA, which
could deteriorate the energy metabolism, and the betatrophin, a lipid metabolism
regulator. Moreover, we aimed to demonstrate whether the known beneficial effect
of carnosine (an antioxidant agent) on the liver damage caused by FA is also
acceptable for kidneys and the correlation of the TRPM2 channels and betatrophin
with the possible healing effect of the carnosine in both tissues.

In our study, we used 28 male rats (Sprague Dawley) between weeks 8 and
10 and with an average weight of 260 grams. The betatrophin levels in the blood,
kidney and liver tissue supernatants were analyzed with ELISA method, and the
total oxidant levels (TOL) and total antioxidant levels (TAL) were analyzed with
the Rel Assay. The betatrophin and TRPM2 immunoreactivity in the renal and
hepatic tissues was determined with the immunohistochemical method. In addition,

we used TUNEL method for the determination of the apoptotic cells.



FA exposure caused severe damage to the renal and hepatic tissues. In
addition, while FA exposure decreased the betatrophin concentrations in the renal
and hepatic tissues and blood, increased the TO levels, decreased the TA levels and
increased the TUNEL positivity, it also activated the TRPM2 channels. Carnosine
supplementation improved significantly the histopathological and biochemical
changes caused by FA.

In conclusion, carnosine, which was administered for the treatment of the
oxidative damage caused by the FA exposure, suppressed the oxidative stress and

thus improved this damage almost completely.

Keywords: Formaldehyde, Kidney, Liver, TRPM2 Channels, Betatrophin,

Carnosine.



3. GIRIS

3.1. Formaldehit

3.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Kimyasal formili CH.O olan Formaldehit (FA), butin memelilerde
goriilen normal bir metabolittir. Memelilerde piirinler, timidin ve bazi
aminoasitlerin biyosentezi icin gereklidir. Aldehit ailesinin bir Gyesi olan FA,
renksiz, keskin kokulu ve suda iyi ¢ozundr (1, 2). Molekiil agirligi 30 olan FA’ nin
erime noktasit -92 °C ve kaynama noktasi ise -21 °C’dir. Bu 6zelliklerinden dolay1
oda sicakliginda kolayca gaz haline gegebilir (2).

FA’nin saf olmayan formu, Alman kimyager August Wilhem von Hofmann
tarafindan 1867 yilinda bulunmustur. FA’nin saf formu ise bir baska Alman
kimyager Friedrich August Kekulé von Stradonitz tarafindan 1892 yilinda izole
edilmigstir. FA; 400-650 °C’de, bakir, glimiis veya molibden alagimi gibi bir

katalizor araciligi ile metanoliin oksidasyonundan elde edilir (3) (Sekil 1).

_ Ag Q
CH,OH — = g

H H

Sekil 1. Giimiis katalizorliigiinde metanolden FA eldesi.

FA’nin %37'lik sulu ¢ozeltisine formalin adi verilirken, polimerize olmus
kat1 formuna ise paraformaldehit ad1 verilir. Oldukga reaktif bir madde oldugundan
dolay1 her ortamda gaz haline gecebilir. FA’nin gaz hali ppm (parts per million),

stv1 hali mililitre (ml) olarak belirtilir (4-6).



FA; sindirim ve solunum yoluyla viicuda alinir. FA’nin solunum yolu ile
viicuda girisi, sigara dumani, egzoz gazi ve buharlasan formalin ile olurken; icme
suyu, seker, meyve ve sebzeler ve gidalarda bulunan katki maddeleri ise, FA nin
sindirim yoluyla vicuda girisini saglar (7-9). Viicuda alinan FA eritrositlerde ve
karacigerde FA dehidrogenaz enzimi tarafindan formik asite metabolize olur. FA
viicutta depo edilmez ve iki yolla atilir. Solunum yoluyla karbondioksite veya idrar

ve feges yoluyla formik asite dontiserek atilir (10).

3.1.2. Formaldehitin Kullanim Alanlari

Formalin (FA’nin sulu ¢ozeltisi) 1886 yilinda ilk kez Loew ve Fisher
tarafindan antimikrobiyal ajan olarak kullanmistir (11). FA’nin endustriyel alanda
kullanim1, Almanya'da 1910 yilinda bakalit yapiminda kullanilmasiyla baglamistir
().

Gunlimizde FA endistrinin  pek ¢ok alaninda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Plastik ve boya sanayi, yapi yalittm malzemeleri, kontrplak,
recine, tekstil, deri tirlinleri, mobilya imalatinda kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik
urtnleri ve ev temizlik maddeleri Gretiminde de kullanilmaktadir (1, 12). Tip
alaninda FA kullanimi1 daha ¢ok laboratuvarlarda goriilmektedir. Anatomide
kadavra tahniti ve organlarin tespitinde yaygin sekilde kullanilirken, kadavralarin
ve organlarin uzun slire muhafaza edilmesi FA havuzlart aracilifiyla
gerceklestirilmektedir. Ayrica histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda doku
tespitinde, dis hekimliginde kullanilan kaplamalarda ve koruyucu madde olarak

muhtelif ilaglarda kullanilir (12, 13).



3.1.3. Formaldehitin Zararh Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan kanserojen olarak siniflandirilan
FA vicuda solunum ve sindirim yoluyla alinir (14). Yapilan arastirmalarda isi
geregi FA'ya maruz kalan anatomistler, patologlar, tahnit isi ile ugrasanlar ve
endiistrinin ¢esitli alanlarinda calisanlarin normal popiilasyona gore kan, beyin ve
kolon kanserlerinden 6liim oranlarinin daha fazla oldugu saptanmistir (15). Yapilan
deneysel ¢alismalarda FA'nin, sinir sistemi, solunum sistemi, lireme sistemi ve
sindirim sistemi gibi pek c¢ok sistem iizerinde zararl etkileri oldugu bildirilmistir
(15, 16).

FA maruziyetinden ilk ve en c¢ok etkilenen organlar géz ve solunum
sistemidir. FA maruziyeti gozde; sulanma, kizariklik, yanma hissi, agr1 ve bulanik
gormeye sebep olur. FA’nin 0.24 ppm gibi diisiik konsantrasyonlar1 dahi gozde
irritasyon olusturabilir (17, 18). FA maruziyeti sonucu siganlarin akcigerlerinde
inflamasyon gelistigi ve mast hiicrelerinin degranulasyona ugradigi gosterilmistir
(19, 20).

Solunum sisteminde diisiik doz FA maruziyeti sonucu; solunum yollarinda
yanma hissi, 0ksuruk, hiriltili solunum gibi semptomlara yol agtigi bildirilmistir.
Yuksek konsantrasyonlarda (5-30 ppm) ise nefes darligi, inflamasyon, pulmoner
6dem ve pndmoni gibi daha agir belirtiler meydana gelebilir (1, 21).

FA her iki cinste de germ hucrelerine zarar vererek primer ve sekonder
infertiliteye sebep oldugu, menstruel siklusu bozdugu ve teratojenik
potansiyelinden dolay1 embriyonal gelisimi tehdit ettigi bildirilmistir. Isi geregi
FA’ya maruz kalan hamile kadinlarda, spontan abortus goriildiigii ve dogan

bebeklerin ise diisiik dogum agirlikli olduklar bildirilmistir (22, 23). Benzer sekilde



FA’nin bulundugu ortamlarda ¢alisanlarda bas agrisi, halsizlik, susuzluk hissi, uyku
ve denge bozuklugu, hafiza ve ruhsal durum bozukluklari bildirilmistir (24, 25).

FA maruziyetinin; beyin hicrelerinde gelisim geriligine sebep oldugu,
hiicre sayisi ve hacimlerini azalttigi, apoptozise neden olarak ndronal hasar
olusturdugu deneysel olarak yapilan pek ¢ok calismada gosterilmistir (26, 27).
Ratlar iizerine yapilan bir ¢aligmada FA’nin beyin korteks noronlarinda enerji
metabolizmasini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (28).

Formaldehit, gidalarin sterilizasyonunda ve ambalajlarinda kullanildigindan
dolay1 oral yolla da alinabilmektedir. Bu tarz maruziyet sonucu gastrointestinal
irritasyona sebep olur ve histopatolojik olarak gastrit gelisir. FA hizla formik aside
metabolize oldugu ic¢in (st gastrointestinal sistemde ciddi lokal korozif etki
meydana getirir ve bulanti, ishal, iilserasyon, nekroz ve kanama meydana gelir.
Devaminda dolasim kollapsi, metabolik asidoz, hematuri, antri, bébrek hasari

gelisir ve 6lume kadar gidebilir (21, 29).

3.1.3.1. Formaldehitin Bobrekler Uzerine Etkileri

Deneysel olarak FA’ya maruz kalan sican bdbreklerinde; mononuklear
hicre infiltrasyonu, glomerulusun parietal yapraginda epitel hasari, tubul
hlcrelerinde ve Henle kulpunda hipertrofik hiicreler, bébrek tubullerinde membran
hasart1, piknotik nukleuslar ile tubullerde biitiinliikk kayb1 gosterilmistir (30).

FA uygulanan sigan bobrek dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) ve hekzokinaz enzim aktivitelerinin azaldigs; laktat dehidrogenaz (LDH),
6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD), malat dehidrogenaz (MDH) ve katalaz

(CAT) enzim aktivitelerinin ise arttig1 tespit edilmistir (30, 31). Ayrica glutatyon



peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismitaz (SOD) enzim aktivitelerinin anlamli
olarak diistiigli gosterilmistir. Bu bulgu FA’nin bobreklerde, antioksidan savunma
sistemine zarar vererek oksidatif hasar olusturdugunu gostermistir. Oksidatif
hasarin tespitinde kullanilan bagka bir parametre olan malondialdehit (MDA)
seviyesinin onemli dlgiide arttigi gézlenmistir. MDA seviyelerindeki artis FA'nin
bobrek dokusunda lipid peroksidasyonuna neden oldugu; boylece, oksidatif hasar
meydana geldigi bildirilmistir (32-34).

Bazi iiriner sistem hastaliklarinda bobrekte mast hiicre sayisinin arttigi
goriilmiistiir (35, 36). Siganlarda intraperitonel formaldehit maruziyetinde bobrek
dokusundaki mast hiicrelerinin degranulasyona ugradigi ve sayica arttig
bildirilmistir (37).

Dis hekimliginde saprodonti tedavisinde kullanilan FA dozunun siganlara
verildigi deneysel calismada, bébrek fonksiyonunun belirleyici gostergeleri olan
tire ve kreatinin diizeylerinin arttig1 da gosterilmistir (38).

Intihar girisiminde bulunmak i¢in 150 ml s1v1 formalin alan bir hastada akut
bobrek yetmezliginin gelistigi rapor bildirilmistir (39). Alkolik hastalarda yapilan
diger bir ¢alismada ise, FA ve formik aside metabolize olan metanoliin bébrek
dokusunda nekroza neden oldugu ve boylelikle bobrek yetmezligi gelistigi rapor

edilmistir (40).

3.1.3.2. Formaldehitin Karaciger Uzerine Etkileri
FA’ya maruz birakilan fare embriyolarinin karacigerlerinde kromozom
kirilmalar1 ve poliploidler meydana geldigi bildirilmistir (22). Ingiltere’de FA’ya

maruz kalan isgilerde karaciger kanserlerinde artis oldugu rapor edilmistir (41).



FA uygulanan sican karacigerinin 1sik mikroskop altinda incelenmesi
sonucunda; portal alan ve vena centralis cevresinde mononikleer hiicre
infiltrasyonu oldugu, hepatositlerin bir kisminin sitoplazmalarinda vakuolizasyon,
bir kisminin ise hiperkromatik ¢ekirdekli olduklar1 gosterilmistir. PAS ile yapilan
boyamada portal alan cevresindeki hepatositlerin PAS negatif oldugu, yani
glikojenin olmadig1 rapor edilmistir. Dolayist ile FA’nin karacigerde hasar
olusturdugu ve strese maruz kalan dokuda ilk glikojenin yikildig: bildirilmistir (42).
Yapilan farkli bir ¢alismada ise FA’nin karacigerde sentrilobiiler vakuolizasyona

ve lokal hiicresel nekroza neden oldugu da gosterilmistir (43).

3.2. Bobrekler

3.2.1.Bobreklerin Embriyolojisi

Insanlarda intrauterin yasam boyunca (¢ bobrek sistemi olusur. insan
embriyosunda ilk olusan bobrek sistemi olan pronefrozlar doérdiincii haftanin
baginda olusurlar. Pronefrozlarin fonksiyonel 6zelligi yoktur ve rudimenterdirler.
Ikinci olusan bobrek sistemi olan mezonefrozlar, dordiincii haftanin sonuna dogru
ortaya ¢ikarlar. Mezonefrozlar ilk olusan pronefrozlara gore daha iyi gelismislerdir
ve dort hafta boyunca yani kalict bobrekler olusuncaya kadar fonksiyon goriirler.
Uclincii olarak olusan bobrek sistemi olan metanefrozlar ise, besinci haftanin
basinda gelismeye baslarlar ve dort hafta sonra islevsel hale gelirler. Metanefrozlar

kalic1 bobreklerdir (44, 45).
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3.2.2. Bobreklerin Histolojisi

Bobrek ince, ancak kollajen fibrillerden zengin saglam bir fibroz kapsul ile
sarilmistir. Kapsiilde az miktarda elastin fibril de vardir. Yasla beraber kapsilin
kalinligr ile elastik fibrillerin miktar1 artar (46, 47).

Nefronlar bobreklerde idrart olusturan en kiigiik birimlerdir. Bobrek, sayisi
1-4 milyon arasinda degisen nefrondan meydana gelir. Her bir nefron, proksimal
kivrimlt tubulus, Henle kanalinin inen ve ¢ikan uzantilart ile distal kivrimli
tubulustan meydana gelir. Toplayici tubuluslar ve kanallar, nefronda olusan idrar1
biraraya getirerek bobrek pelvisine aktarirlar. Nefron ve toplayici kanal bobregin
fonksiyonel birimi olan Uriner tubulusu meydana getirir (46, 47).

Kapiller yumak olan glomerul, Bowman kapsull olarak isimlendirilen iki
tabakali epitel bir kapsiille ortiilmiistiir. Kapsiiliin visseral tabakasi glomeriiliin
kapillerini sarar. Dis tabaka renal cisimcigin en distaki sinirin1 meydana getirir ve
Bowman kapsullnin parietal tabakasinin adini alir. Bowman kapsuliiniin tabakalari
arasinda, kapiller duvardan ve visseral tabakadan stiziilen idrarin toplandigi bosluk
vardir. Tum renal cisimciklerde, afferent arteriollerin girdigi ve -efferent
arteriollerin ayrildigi damar kutbu bulunurken, proksimal kivrimli tubuluslarin
bagladig1 yerde ise idrar kutbu vardir. Afferent arteriol, renal cisimcikte her biri
kapillere doniisen ve renal glomeriilii meydana getiren 2-5 arasinda degisen dallara
ayrilir. Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasi, ince retikler bir lif tabakasi ile bazal
lamina tarafindan desteklenen tek katli yass1 epitelden meydana gelir. Bobregin i¢
kismu biiyiik boliimii parankimadan olusur. Bowman kapsiiliiniin visseral yapragini
olusturan epitel hiicrelerine podosit adi verilir. Podositler pek ¢ok primer uzantidan

olusur ve bunlara pedisel adi verilir. Pediseller birbirleriyle aralarinda mesafe
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olacak sekilde kenetlenirler ve olusan bu araliklar siiziilme yariklarini meydana

getirir (46, 47).

3.2.3. Bdbreklerin Anatomisi

Bobrekler, karin arka duvarinin iist boliimiinde ve columna vertebralis’in
her iki yaninda retroperitoneal yerlesmis bir ¢ift organdir. Sag bobrek T12-L3; sol
bobrek ise T11-L2 seviyesinde bulunur. Karaciger ile komsulugundan dolay1 sag
bobrek sol bobrege nazaran biraz daha asagida yer alir. Bobreklerin agirligr yetiskin
kadinlarda yaklasik 115-155 gr, erkeklerde ise 125-170 gr araligindadir. Bobrekler
yetiskinlerde ortalama 11,5 cm uzunlugunda, 6 cm genisliginde ve 2,5 cm
kalinligindadir (48-52).

Sekli kuru fasulyeye benzeyen bobreklerin facies anterior ve facies posterior
olarak adlandirilan iki yiizii; margo medialis ve margo lateralis adi1 verilen iki
kenar1; extremitas superior (polus superior) ve extremitas inferior (polus inferior)
olarak isimlendirilen iki ucu vardir (48-51). Sag bobregin 6nden (facies anterior) ve
arkadan (facies posterior) gross anatomik gériintimii Sekil 2°de gosterilmistir.

Sag bobregin facies anterior’u; karacigerin sag lobu, glandula suprarenalis
dextra, flexura coli dextra, duodenum’un ikinci boliimii ve ince bagirsak kivrimlari
ile komsuluk yapar. Glandula suprarenalis sinistra, pancreas, flexura coli sinistra,
dalak, mide ve jejunum kivrimlari ise sol bobregin facies anterior’u ile komsuluk
yapar. Her iki bobregin facies posterior’lar1 diaphragma, m. quadratus lumborum,
m. psoas major, m. transversus abdominis, a. subcostalis, n. subcostalis, n.

ilioinguinalis ve n. iliohypogastricus ile komsuluk yaparlar. Ayrica sag bobregin
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facies posterior’u 12. kosta ile komsu iken; sol bobregin daha yiiksekte bulunmasi

sebebiyle, facies posterior’u 11. ve 12. kostalar ile komsuluk yapar (48-51).

Sekil 2. Sag bobregin gross anatomik goriiniimii. A) Onden goérinimi. B) Arkadan
gornim (Schiinke M. 2015°ten degistirilerek karakalemle ¢izilmistir) (53).

Margo lateralis disa, arkaya ve yukart bakar. Sol bdbregin margo
lateralis’inin Uist boliimii dalak ile komsudur. Margo medialis’in orta boliimiinde
vertikal yonde bulunan yarik hilum renale olarak isimlendirilir. Hilum renale’de
onden arkaya sirasiyla v. renalis, a. renalis’in dallar1 ve pelvis renalis bulunur.
Glandula suprarenalis bobreklerin extremitas superior (polus superior) olarak
isimlendirilen iist uglarina oturur (48-51).

Bobregi {i¢ kilif sarar, bunlar igten disa dogru; capsula fibrosa, capsula

adiposa ve fascia renalis’tir (48-51).
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Bobrek, fonksiyonlart farkli iki bélimden meydana gelir. Cortex renalis
idrar1 slizen anatomik yapilardan, medulla renalis ise toplayici kanallardan olusur
(48-51).

Cortex renalis; papillae renales hari¢ olmak (zere, pyramides renales’in
cevresini saran bobrek dokusudur. iki boliimden meydana gelir. Cortex renalis’in
ilk bolumi capsula fibrosa ile pyramides renales’in (Malpighi piramitlerinin)
taban1 arasindadir. Bu bdliimde kiigiik kirmizi nokta seklinde corpusculum
renale’ler (Malpighi cisimcikleri) ile idrar kanalciklarinin bir kismi bulunur. Cortex
renalis’in ikinci bolimi pyramides renales’in (Malpighi piramitlerinin) arasinda
yer alir ve columnae renales’i olusturur. Columnae renales, bobregin sinuslarina
kadar adeta birer siitun seklinde uzandiklar1 i¢in bunlara Bertin siitunlar1 adi da
verilir (48-52).

Medulla renalis’i sayilar1 genellikle 8-10 arasinda degisen bazen de 18-
20’ye kadar ulagabilen koni sekilli pyramidis renalis’ler (Malpighi piramitleri)
meydana getirir. Bu piramitlerin basis pyramidis adi verilen taban béliimleri cortex
renalis’e, papilla renalis adi verilen tepe bolimleri ise sinus renalis’e dogru
yerlesmistir. Bir pyramidis renalis (Malpighi piramidi) ve gevresini saran cortex
pargasina bir bobrek lobu (lobus renalis) adi verilir. Bobregin igerisinde bulunan ve
sekli bobrekle uyumlu olan bosluga sinus renalis ad1 verilir. Sinus renalis’de pelvis
renalis’in iist kismi, calyx renalis’ler, bobrek damarlart ve yag dokusu vardir.
Sayilar1 4-14 arasinda degisen calyx renalis minor’lerin 2-3 tanesi birleserek calyx
renalis major’u olustururlar. Calyx renalis major’lerde birleserek pelvis renalis’i
meydana getirirler(48-52). Sag bobregin median longitudinal kesitte arkadan

goriintisii Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3.Sag bobregin median longitudinal kesitte arkadan gériinimii (Schiinke M. 2015°ten
degistirilerek karakalemle ¢izilmistir) (53).

Bobrek, damarlarin dagilimma gore bes segmentten olusur. Segmentum
superius Ust ucta, segmentum inferius alt ucta, segmentum anterius-superius ve
segmentum anterius-inferius 6n yuzln orta boliminde, segmentum posterius ise

arka yizun orta bolimunde yer alir (48-52).

3.2.3.1. Bobregin Arteriyel ve Venoz Dolasim

A renalis’ler L1-2 vertebralar1 seviyesinde aorta abdominalis’ten ayrilirlar.
A. renalis’ler bobregin hem islevsel hem de besleyici arterleridir. Bébregin hacmine
kiyasla kalin damarlar oldugu igin, kisa strede bobreklerden fazla miktarda kanin
gecmesine olanak tanirlar. A. renalis’ler hilum renale’de arteria segmentalis adi
verilen 5 segmental dala ayrilirlar. A. segmentalis’lerden segmentum posterius’a ait

segmental dal, pelvis renalis’in arka tarfindan; diger dort dal ise, pelvis renalis’in
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onlinden gecer. A. segmentalis’ler sinus renalis’de a. segmentalis dallarina ayrilirlar
ve calix renalis minor’larin ¢evresinden columnae renales’e girerler. Buradan
kortikomeduller birlesim yerine kadar ilerleyerek yan tarafa kivrilirlar ve a.
arcuata’lart olustururlar. A. arcuata’lar kendi aralarinda anastomozlagsmazlar. A.
arcuata’lardan kortikal cevher igine dik olarak ayrilan dallara a. interlobularis adi
verilir. A. interlobularis’lerden ayrilan kii¢lik dallar arteriola glomerularis afferens
ismini alir. Bu kiigiik dallar Bowman kapsiiliiniin damar kutbundan girerek, rete
capillare glomerulare (glomerulus) ad1 verilen kapiller yumag1 meydana getirirler.
Rete capillare glomerulare, yeniden birlesir ve arteriola glomerularis efferens’i
meydana getirir. Arteriola glomerularis efferens, kortikal cevherde bulunan idrar
kanalciklar1 arasinda peritubuler kapiller pleksusu (rete capillare peritubulare)
olusturur (48-52).

Vendz doniis, peritubuler kapiller pleksus ile baslar. ilk olarak v.
interlobularis’ler olusur. Daha sonra sirasiyla v. arcuata, v. interlobaris, V.
segmentalis ve son olarak olusan v. renalis, v. cava inferior’a dokiiliir. Bobregin
meduller cevherini besleyen arteriola recta’lar, bir kismi arteriola glomerularis
efferens’den bir kismi da a. arcuata’dan ayrilirlar. Bu damarlar venula recta adi
verilen venler ile donerek v. arcuata’ya dokiiliirler (48-52).

A. interlobularis’lerin u¢ boliimiinden ayrilan a. capsularis’ler bobrek
dokusundan ¢ikarak capsula fibrosa ve capsula adiposa’y1 beslerler. Bunlar aa.
suprarenales, aa. lumbales ve a. testicularis’den (veya a. ovarica) gelen kiguk
dallarla anastomozlagirlar. Vendz doniis, v. capsularis’ler, v. interlobularis ve v.

arcuata ile strer (48-52).
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Bobrekte arteriovendz anastomozlar da bulunur. Bu anastomozlar calix
renalis’ler dolayinda a. ve v. interlobularis’ler arasinda, kortikal cevherin kiigiik
damarlar1 arasindadir. Bu anastomozlar, herhangi bir sebeple glomerulus’dan
gecemeyen kanimn bir bélimandn ya da timadndn siziulmeden dogrudan vendz

sisteme gegmesini saglar (48-52).

3.2.3.2. Bobregin Lenfatikleri

Bébregin lenf damarlart ii¢ pleksus meydana getirir. ilki tubulus renalis’in
cevresinde, ikincisi capsula fibrosa’nin altinda, {igiinciisti ise capsula adiposa’da yer
alir. Capsula fibrosa’nin altinda ve capsula adiposa’da yer alan lenf pleksuslari
birbirleri ile baglantilidir. Tubulus renalis’in ¢evresindeki ve capsula fibrosa’nin
altindaki pleksuslardan gelen lenf damarlar1 v. renalis’i izleyerek 4-5 trunkus
meydana getirir. Bu lenf damarlari hilum renale’den ayrilirken kapsiil altindaki
toplayict damarlar ile birleserek, nodi aortici laterales’e drene olurlar. Capsula

adiposa’da bulunan pleksus ise, direk olarak nodi aortici lateralis’e agilir (50-52).

3.2.3.3. Bobreklerin Sinirleri

Bobreklere, n. splanchnicus minor, n. splanchnicus imus’dan sempatik lifler
gelirken, parasempatik lifler ise n. vagus’tan gelir. Bu lifler once plexus coeliacus’a,
daha sonra a. renalis etrafindaki plexus renalis vasitast ile bobrege ulasir. Bu
pleksus, icinde pek ¢cok ganglion barindirir. Bu ganglionlardan en biiyiik olani, a.
renalis'in baglangi¢ boliimiiniin 6n tarafinda bulunan ggl. aorticorenale'dir. Bu lifler

kan damarlari ile birlikte tubulus renalis'in hiicrelerine ulasir. Sempatikler damarlari
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daraltir ve damardan gegen kanin miktarini diiser, boylelikle kandan siiziilen idrar

miktar1 azaltilmis olur (48-52).

3.3. Karaciger

3.3.1. Karacigerin Embriyolojisi

Insan embriyosunda karaciger ventral bir ¢ikinti olarak &n bagirsagin
kaudalinden 4. haftanin basinda hepatik divertikiil olarak gelisir. Gelismekte olan
kalbin salgiladig1 fibroblast growt faktor, bipotent hiicrelerine tesir ederek hepatik
divertikiil olusumunu uyarir. Hepatik divertikiil, mide ve kalp arasinda bulunan ve
ventral mezogastriyumu meydana getiren septum transversum’a dogru gelisir.
Hizla gelisen hepatik divertikiil, ventral mezogastriyumun yapraklar arasinda iki
pargaya ayrilir. Ayrilan pargalardan kraniyal parga daha biyik olup karaciger
taslagin1 olustururken, daha kiigiik olan kaudal parca ise safra kesesini meydana
getirir. Karacigerin Kupffer hiicreleri, hematopoetik ve fibréz dokusu septum
transversum mezengiminden orijin alir. Karacigerin iki lobunun da biiyiikligi
baglangicta aynidir fakat daha sonra sag lop daha ¢ok gelisir. Hematopoez 6. haftada
baglar ve karacigerin parlak, kirmizi renk almasmi saglar. Dokuzuncu haftada
karaciger fetiisiin agirliginin 1/10’u kadar olurken, 12. haftada safra tiretimi baglar

(44, 45).

3.3.2. Karacigerin Histolojisi
Karaciger, Glisson kapsilu olarak isimlendirilen ve porta hepatis’te
kalinlagan ince bir bag dokusu kapsiilii ile sarilmistir. Glisson kapsuli, karaciger

icerisine girerek karacigeri loplara ve kiigiik lobiillere ayirir. Karaciger lobiilii
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hepatositlerin katmanlarindan meydana gelen altigen sekilli bir doku kitlesidir.
Hepatositler, karaciger lobiilii icinde santral (merkezi) ven bolgesinden perifere
dogru 1sinsal olarak uzanirlar. Karacigere lobdllerinin birbiri ile temas ettigi
bolgelerde genis liggen tarzinda bag dokusu alanlari bulunur. Bu lggen alanlara
Glisson uggeni, Kiernan araligi ya da Porta mesafesi adi verilir. A. interlobularis,
v. porta’nin ince dali olan v. interlobularis ve ductus interlobularis bu tiggen sahada
birlikte seyrederler (portal triad) (46, 47).

V. interlobularis’ten ayrilan venler lobulus igerisinde birbirleriyle
anastomozlasarak v. centralis’e dokiiliirler. Karaciger sinuzoidleri lobilun
venlerine verilen isimdir. Retikuloendotelial sistemin unsurlarint meydana getiren
endotel ve Kupffer hiicreleri karaciger sinuzoidlerinin duvarlarinda yer alirlar.
Hepatositler ile sintizoidleri 6rten hiicreler arasinda kalan subendotelyal bosluga
Disse mesafesi ad1 verilir. Hiicre kolonlarinin icinde, canaliculi biliferi adi verilen
ve duvarlart hiicrelerin birbirine bakan yiizlerinden meydana gelen ince kanalciklar
mevcuttur. Bu kanalciklar hiicrelerin salgiladigi safrayr tasirlar. Canaliculi
biliferi’ler birleserek ductuli biliferi’leri, ductuli biliferi’lerin de birkac: birleserek
ductus interlobularis’i olustururlar. Ductus interlobularis’ler Kiernan araliklarinda

bulunur (46, 47).

3.3.3. Karacigerin Anatomisi

Karaciger hem karin boslugunda bulunan organlarin hem de vicuttaki
bezlerin en biiylgiidiir. Yetiskin insanlarda vicut agirhginin yaklasik %2’sini,
cocuklarda ise %5’ini meydana getirir. Yetigkin erkeklerde ortalama agirligi 1400-

1800 gr, yetiskin kadinlarda ise 1200-1400 gr civarindadir. Diaphragma ile plevra,
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akciger, perikard ve kalpten ayrilan karaciger, karin boslugunun sag iist kisminin
tamamina yakin bolimiinii doldurur (48-52).

Karaciger onde; diaphragma, her iki akcigerin basis pulmonis’leri, sag ve
sol arcus costalis’ler, processus xiphoideus ve karin 6n duvari ile komsuluk yapar.
Arkada ise diaphragma, flexura coli dextra, duodenum, safra kesesi, sag bobrek, V.
cava inferior, fundus gastricus ve oesophagus ile komsuluk yapar (49).

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olarak isimlendirilen
iki ylizii ve margo inferior ve margo posterior adi verilen iki kenar1 vardir (Sekil 4).

Facies diaphragmatica, karacigerin diaphragma’nin alt yiizii ile komsuluk
yaptig1, diizgiin, kubbe seklinde olan yiiziidiir. Facies diaphragmatica pars superior,
pars anterior, pars dextra ve pars posterior olmak tizere dort bélimde incelenir (48-
52).

Pars superior: Facies diaphragmatica’nin iist boliimiine verilen isimdir ve
diaphragma ile sik1 komsuluk i¢indedir. Diaphragma vasitasi ile sag tarafta basis
pulmonis ve plevra, solda kalp ve pericardium ile komsuluk yapar. Kalbin burada
biraktig1 ize impressio cardiaca adi verilir. Arka bolimi hari¢ peritoneum ile
ortaludar.

Pars anterior: Fascies diaphragmatica’nin 6n boliimii olup, sag tarafta 6-10.
kikirdak ve kemik kostalar, solda ise 7-8. kostalar arasinda yer alir. Processus
xiphoideus’un hemen altinda bulunan kisim ile karin 6n duvari komsuluk yapar.
Pars anterior’un lig. falciforme hepatis’in tutundugu yer hari¢ her tarafi peritonla

sarilidir.
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Sekil 4. Karacigerin gross anatomik gorunimi. A) Facies diaphragmatica’nin 6nden
gorinumi B) Facies visceralis’in alttan goriiniimii (Schinke M. 2015’ten degistirilerek
karakalemle ¢izilmistir) (53).

Pars dextra: Facies diaphragmatica’nin periton ile ortiilii sag boliimiidiir.
Bu kisim 6-11. Kkostalar arasinda bulunur. Burada kostalarin biraktigi izlere
impressio costales adi verilir.

Pars posterior: Karacigerin diaphragma ile temas halinde olan kismidir.

Biyuk bolimi peritonsuz olan pars posterior’un lig. coronarium’un iginde kalan
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bu peritonsuz alana area nuda adi verilir. Pars posterior’un sag tarafinda v. cava
inferior’un bulundugu sulcus vena cavae adi verilen bir oluk vardir (48-52).

Facies visceralis karacigerin asagi, arkaya ve biraz da sola bakan karin
boslugu organlarina komsu olan, konkav alt ylzune verilen isimdir. Facies
visceralis’in ortasinda H harfine benzeyen yapinin ortasinda porta hepatis olarak
isimlendirilen bir gecit vardir. H harfinin sag kolunu sulcus sagittalis dexter
olustururken, ince yarik tarzindaki sol kolunu ise fissura sagittalis sinistra yapar
(48-52).

Sulcus sagittalis dexter’in 6n kismini fossa vesicae biliaris (felleae), arka
kismini ise sulcus venae cavae olusturur. Sulcus venae cavae’ya v. cava inferior,
fossa vesicae biliaris’e ise vesica biliaris (fellea) yerlesmistir. Sulcus sagittalis
dexter’in 6n ucu sag m. rectus abdominis’in dis kenarmin sag arcus costalis’i kestigi
noktaya denk gelir ve bu nokta Murphy noktas1 olarak bilinir (48-52).

Fissura sagittalis sinistra’nin 6n kismini fissura ligamenti teretis, arka
kismini ise fissura ligamenti venosi sekillendirir (48-52).

Facies visceralis’in porta hepatis, sulcus venae cavae, fossa vesicae biliaris,
fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti venosi disinda kalan tiim alam
peritoneum ile kaplidir (48-52).

Porta hepatis uzunlugu 5 cm, genisligi ise 1,5-2 cm kadardir. Porta
hepatis’ten v. portae hepatis ile ¢evresindeki sinir ag1 ve a. hepatica propria’nin
dallar girerken, ductus hepaticus dexter ve sinister ile lenf damarlar1 ¢ikar (48-52).

Karacigerin lobus hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olarak adlandirilan
iki blylk lobu ve visceral ylzde bulunan lobus quadratus ve lobus caudatus adi

verilen iki kiiciik lobu vardir. Lig. falciforme hepatis karacigerin facies
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diaphragmatica’sini lobus dexter ve lobus sinister olarak iki loba ayririr. Lobus
quadratus ve lobus caudatus islevsel olarak lobus hepatis dexter’e aittir. Lobus
hepatis dexter, karacigerin yaklasik 5/6’sin1 meydana getirir. Lobus hepatis
dexter’in sinirlar1 facies diaphragmatica’da lig. falciforme hepatis tarafindan, facies
visceralis’de ise fissura ligamenti teretis tarafindan belirlenir. Lobus caudatus’un
sag tarafinda sulcus venae cavae, sol tarafinda fissura ligamenti venosi ve alt
tarafinda ise porta hepatis vardir. Lobus caudatus’un oniinde iki adet ¢ikintisi
vardir. Processus caudatus olarak isimlendirilen ¢ikinti porta hepatis’in arka
tarafinda bulunur ve foremen epiploicum’un tavanini olusturup, sag asagida lobus
hepatis dexter ile birlesir. Lobus caudatus’un sol alt tarafta bulunan ¢ikintisina ise
processus papillaris adi verilir. Processus caudatus ve processus papillaris porta
hepatis’in arka kenarin1 meydana getirir. Processus caudatus sag tarafta, processus
papillaris ise sol tarafta bulunur. Lobus quadratus’un simirlarin1 saginda fossa
vesicae biliaris, solunda fissura ligamenti teretis ve arkasinda porta hepatis cizer
(48-52).

Lobus hepatis sinister karacigerin yaklasik 1/6’sin1 meydana getirir. Lobus
hepatis sinister regio epigastrica’da ve bir bolimii de regio hypochondriaca’da
yerlesiktir (48-52).

Facies visceralis’de komsu organlarin izleri vardir. Lobus hepatis dextra’nin
facies visceralis’inde On tarafta flexura coli dextra’nin impressio colica olarak
isimlendirilen izi vardir. Bunun arka tarafinda sag bobregin izi impressio
suprarenalis bulunur. Impressio renalis’in solunda pars descendens duedoni’nin
impressio duodenalis adi verilen izi goriiliir. Lobus hepatis sinistra’nin facies

visceralis’inde midenin fundus’unun izi olan impressio gastrica bulunur. Tuber
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omentale, impressio gastrica’nin lateralinde, porta hepatis’in ise medialinde
bulunan ¢ikintiya verilen isimdir (48-52).

Karaciger karin 6n duvarina ve diaphragma’nin alt yiiziine alt1 ligament
vasitasi ile tutunur. Bu ligamentlerden besi peritoneum tarafindan olusturulan
baglardir. Bunlar; lig. falciforme hepatis, lig. hepatorenale, lig. coronarium, lig.
triangulare dextrum ve lig. triangulare sinistrum’dur. Diger ligament ise

embriyolojik v. umbilicalis’in artig1 olan lig. teres hepatis’tir (48-52).

3.3.3.1. Karacigerin Damarlari

A. hepatica propria oksijenden zengin olan arteriyel kani, v. portae hepatis
ise sindirilmis besinlerden zengin venoz kani karacigere tasir. Karacigere ulasan
kanin %20°si a. hepatica propria tarafindan, %80’i ise v. portae hepatis tarafindan
getirilir. Truncus coeliacus’tan ayrilan a. hepatica communis; a. gastroduodenalis
ve a. gastrica dextra dallarin1 verdikten sonra a. hepatica propria ismini alir. Porta
hepatis’te a. hepatica propria, ramus dexter ve ramus sinister dallarina ayrilir. A.
hepatica propria’nin dallar1 kendi arasinda anastomoz yapmazlar. V. mesenterica
superior ve v. splenica birleserek v. portae hepatis’i olusturlar. V. portae hepatis
karaciger i¢inde a. hepatica propria’nin dallari ile beraber seyreder. Porta hepatis’te
v. portae hepatis, ramus dexter ve ramus sinister dallarina ayrilir. V. portae hepatis
ile a. hepatica propria’nin ramus dexter ve ramus sinisterleri karaciger icerisinde
interlobler ve intersegmental dallara ayrilirlar ve karaciger siniizoidlerine agilarak
vena centralis’e dokilirler. V. centralis’ler birleserek v. sublobularis’leri, v.
sublobularis’ler de birleserek sag ve sol v. hepatica’lar1 yaparlar. Karacigerin vendz

kani v. hepatica’lar vasitasi ile v. cava inferior’a dokiiliir (49-52).
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3.3.3.2. Karacigerin Lenfatikleri

Karacigerin yiizeyel lenf damarlar1 peritonun altinda areolar bag dokusu
iginde bulunur. Facies posterior, superior ve inferior’un arka kisimlari v. cava
inferior’un terminal boliminde yer alan lenf nodullerine dokullrken, facies
inferior’un 6n bolimleri ve facies anterior porta hepatis’te bulunan nodi hepatici’ye
drene olur. Lobus hepatis sinister’in arka yliziinden bir kisim lenf damar: hiatus
oesophageus’u gegerek nodi pericardiales lateralis’e dokullrken, lobus hepatis
dexter’in arka boOlumunde bulunan bir kisim lenf damarlar1 da a. phrenica
inferior’lar1 takip ederek nodi coeliaci’ye drene olur (49-52).

Derin lenf damarlar birleserek yukar1 ve asagiya giden iki trunkus yaparlar.
Vv. hepaticae’lan izleyerek yukari dogru giden lenf damarlar1 sonunda v. cava
inferior’un terminal bélimudnde bulunan lenf nodiillerine, asag1 dogru uzanan lenf

damarlari ise porta hepatis’te nodi hepatici’ye dokilurler (49-52).

3.3.3.3. Karacigerin Sinirleri

Karacigeri innerve eden sempatik sinir lifleri n. splanchnicus’lardan
gelirken, parasempatik sinir lifleri ise sag ve sol n. vagus’tan gelir. Sempatik ve
parasempatik sinir lifleri 6nce plexus coeliacus’u meydana getirirler. Plexus
coeliacus’dan ayrilan sempatik ve parasempatik lifler plexus hepaticus icerisinde
ilerlerler ve a. hepatica propria ile v. porta hepatis ¢evresinden gegerek karaciger
icerisinde dagilirlar. Sensitif lifler ise sempatik lifler ile beraber medulla spinalis’in

8-11. thorakal segmentlerine gider (49-52).
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3.4. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Kanallar

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) kanallari, ilk kez
Drosophila cinsi sirke sineklerinin goz hiicrelerinde kesfedilmistir (54). TRPM2
kanallar1 beyin, kemik iligi, testis, bobrek, bagirsak, akciger, karaciger, pankreas ve
iskelet kasi gibi c¢esitli dokularda saptanmistir (55). Metabolizma driini olan
hidrojen peroksit’in (H20>) hiicre i¢ine girmesi, TRPM2 kanallariin aktivasyonu
ile sonuglanir ve hiicre i¢ine kalsiyum girisine yol agar. Hiicre i¢indeki kalsiyum
seviyesinin yiikselmesi, hiicrede pek ¢ok yapisal ve islevsel degisimlere yol acarak,
hlcre 6limine kadar gidebilen patolojik gelismelere neden olur (55-57).

Hiicre dis1 ii¢ faktoriin aktif TRPM2 katyon kanallarinin agilmasinda etkili
oldugu bilinmektedir. Bu faktorler; Oksidatif stres, ADPR/NAD+ metabolizmasi

ve timor nekroz faktorii alfa’dir (56).

3.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bir ya da daha ¢ok ortaklanmamis elektron i¢eren atom
ya da molekiillerdir ve etraflarindaki atom veya molekiillere adeta saldirirlar.
Omiirleri ok kisadir. Fakat radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girerek onlart
da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir reaksiyonu baglatarak, pek cok radikal
olusturmalar1 nedeniyle oldukga tehlikelidirler. Baska molekiller ile rahatlikla
elektron aligverisi yapan bu molekullere "oksidan molekuller" ya da "reaktif oksijen
tarleri (ROS)" adi verilir (58-60).

Oksijenden meydana gelen radikaller, biyolojik sistemlerdeki en dnemli
serbest radikallerdir. Oksijen, metabolizmada en son suya indirgenirken, oksijenin

tam olarak indirgenmemesi ile de ¢ok sayida ROS meydana gelir. Oksidasyona
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sebep olan serbest radikallere; stiperoksit anyonlar (O27), hidrojen peroksit (H205),
hidroksil radikali (OH), hipoklorik asit, kloroaminler, azot dioksit ve lipit
peroksitler drnek gosterilebilir (58-60).

Oksidatif denge; organizmada serbest radikallerin olugsma hiz1 ile olugan bu
serbest radikallerin ortadan kaldirilma hiz1 arasindaki dengedir. Oksidatif denge
temin edildigi sire boyunca organizma, serbest radikallerden zarar gérmez. Serbest
radikallerin olusma hizinda yukselme veya ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina sebep olur ve hiicrede serbest radikaller artar. Serbest
radikallerin hiicrede artis1 ve hiicrenin islevleri {izerinde yaptiklar: olumsuz etkiye

oksidatif stres (oksidatif hasar) ad1 verilir (58-60).

FA ile deney hayvanlarinda yapilan pek ¢ok ¢alismada, FA'nin oksidatif
hasar olusturdugu ve tedavi olarak uygulanan bazi antioksidanlarin bu hasari

azalttig1 bildirilmistir (32, 33).

3.6. Antioksidanlar

ROS olusumunu ve bunlarin sebep oldugu hasar1 engellemek i¢in viicutta
pek ¢ok savunma mekanizmasi vardir ve bu mekanizmalara “antioksidan savunma
sistemleri” ya da "antioksidanlar" adi verilir. Antioksidanlar etkilerini dort farkli
sekilde gosterirler. Toplayic etki; ROS’u etkileyerek onlari tutma ya da oldukca
zaylf yeni bir molekiile ¢evirme etkisidir. Baskilayict etki; ROS’a bir hidrojen
aktararak ROS’un aktivitesini baskilama ya da inaktif hale donistirme etkisi olarak
tamimlanir. Zincir kirict etkide; antioksidanlar ROS’u kendilerine baglayarak

reaksiyon zincirini kirarlar. Onarici etki ise tamir etkisidir (61, 62).
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Antioksidanlar, endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak 2 gruba ayrilirlar.
Endojen antioksidanlar, enzim olan ve enzim olmayan antioksidanlar olarak ikiye
ayrilirlar. Enzim olan endojen antioksidanlara 6rnek olarak; Siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz(GST), katalaz
(CAT), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve hidroperoksidaz verilebilir.
Enzim olmayan endojen antioksidanlar ise, glutatyon (GSH), melatonin,
seruloplazmin, miyoglobin, hemoglobin, transferrin, sistein, metiyonin, (rat,
laktoferrin, ferritin, albtmin ve bilirubin gibi molekillerdir (61, 62).

Ekzojen antioksidanlar ise, organizmanin disaridan aldigi antioksidanlardir.
Allopurinol, selenyum, C, E, B6 ve B12 vitaminleri, folik asit, kahve, ¢inko ve

karnozin gibi maddelerdir (61, 62).

3.6.1. Karnozin

Karnozin, Rus bilim adami Gulewitsch tarafindan 1900 yilinda et
ekstraktlarindan ilk kez izole edilmistir. Karnozin (B-alanyl-L-histidine), canlida
endojen olarak sentezlenen bir dipeptiddir (Sekil 5). Iskelet kasi, kalp kas1 ve beyin
dokusunda yogun sekilde bulunurken, lens, mide ve bobrekte de mevcuttur.
Karaciger, akciger ve plazmada ise bulunmadigi rapor edilmistir (63, 64).

Karnozin ile ilgili yapilan pek ¢ok ¢aligmada, yaslt hiicreleri genglestirdigi,
kiiltiire edilmis hiicrelerin yasam siiresini arttirdigi, proteinlerin ve DNA’nin
glikasyonunu inhibe ettigi, hiicreleri MDA, hipoklorit ve amiloid peptidin toksik
etkilerine kars1 korudugu ve hiicresel homeostazisin korunmasina yardimci oldugu
rapor edilmistir. Proteinlerin ¢apraz baglanma reaksiyonlarini ve proteinlerin ve

DNA’nin glikozilasyonunu inhibe ettigi, kas aktivitesi sonucu artan laktik asiti
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notralize ederek, hiicre i¢i pH’nin diismesini 6nleyen tampon etki gosterdigi

bildirilmistir (65-67).

O
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Sekil 5. Karnozin

Deneysel olarak yapilan bir ¢alismada karnozinin obez farelerin kolesterol
ve trigliserit seviyelerini disiirdiigi, sistolik ve diyastolik basinglarini azaltarak
bobreklerde hasar olusumunu hafiflettigi tespit edilmistir. Ayrica karnozin
diyabetik nefropati olusumunu da 6nledigi rapor edilmistir (68).

Karnozinin antioksidan etkisi 1984 yilinda kesfedilmistir. Hidroksil ve
stperoksit radikalleri ile singlet oksijen molekulinin sipdricisidir Bu
fonksiyonundan dolay1 beyin, karaciger, bobrek ve iskelet kasi, iskemi reperfiizyon
hasarinda ¢alisilmis ve karnozinin koruyucu etkileri belirlenmistir (69, 70).

Karnozinin oksidatif stres kosullarinda protein sentezinin baslamasini,
baglama faktori olan eIF4E’nin fosforillenmesini baskilayarak 6nledigi
bildirilmistir (71). Karnozinin ROS, aktif nitrojen tarleri ve MDA, 4-
hidroksinonenal gibi zararli aldehidler tarafindan olusturulan bir takim protein
sentezi sonras1 degisiklikleri inhibe ettigi rapor edilmistir (72-74).

Yash hayvanlara bir ay silireyle uygulanan karnozin, bu hayvanlarin

karacigerinde lipid peroksid, dien konjugat ve protein karbonil seviyelerini
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azaltarak, E vitamini ve SOD seviyelerini arttirdig1 rapor edilmistir. Karnozinin
karacigerde oksidatif stresi baskiladigi ve bir antioksidan olarak diger
antioksidanlar1 da korudugu goésterilmistir (75). Baska bir calismada ise kronik
alkol verilen farelerde karaciger hasari olusturulduktan sonra t¢ hafta boyunca
uygulanan karnozinin lipid peroksid diizeylerini azalttig1 ve antioksidan sistemi de
uyardigi rapor edilmistir (76).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, karnozinin formaldehite bagl
karaciger ve akciger dokularinda gelisen oksidatif stresi azalttig1 ve histopatolojik
hasar1 giderdigi gosterilmistir (77). Ancak formaldehitin bobrekte yol actig1 hasara

kars1 karnozinin etkinligi ile ilgili herhangi bir veriye rastlanilmadi.

3.7. Betatrofin

Betatrofin, 2004 yilinda hepatoselliler karsinom ile iligkili protein TD26 ad1
altinda tanimlanmistir (78). Daha sonra anjiyopoietin benzeri protein 8
(ANGPTLS), RIFL veya lipasin olarak isimlendirilmistir (79-81). Betatrofin,
pankreasin insiilin sentezleyen beta hiicrelerinin ¢ogalmas: iizerinde etkili
karacigerde tretilen peptid bir hormondur (82). Hormon, anjiyopoietin benzeri
protein ailesine aittir ve C190rf80 geni (genin farelerdeki adi Gm6484) tarafindan
kodlanir. Farede, cogunlukla karaciger, beyaz yag dokusu ve kahverengi yag
dokusunda Uretilirken, insanlarda ise sadece karacigerinde tiretilir (79-81).

Betatrofin, lipit ve glikoz metabolizmasi diizenleyicisi olup, lipoprotein
lipaz aktivitesini inhibe ederek trigliserit seviyesini yikseltir (80, 83-85).
Betatrofin trigliserit seviyelerine siki sikiya baglidir. Yapilan iki farkli caligmada

asir1 miktarda betatrofin verilen saglikli farelerde trigliserit diizeylerinde artis
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gozlenmistir (86, 87). Betatrofin eksikligi olan farelerde ise beslenmeden sonra
viicut yaginda ve trigliserit diizeylerinde bir azalma rapor edilmistir (88). Yi ve
arkadaglar1 (82) betatrofinin, pankreasda bulunan beta hicrelerinin zamanla
kitlesini arttirdigin1 ve farelerde glukoz toleransini arttirdigini buldu. Ayrica
yapilan pek ¢ok calismada betatrofinin, anjiyopoietin benzeri protein 3'U
(ANGPTLS3) parcalayarak N-terminal alanini serbest biraktigini ve lipoprotein lipaz
(LPL) aktivitesini inhibe edebilecegini gostermistir. LPL aktivite inhibisyonu,
trigliseritlerin klirensini zayiflatir ve sonunda farelerde trigliserit seviyesini
dramatik olarak arttirir (80, 83-85). Bu nedenle, betatrofin, farelerde glikoz
homeostazini ve lipit metabolizmasini diizenler.

Liu ve Bai (28), 2005 yilinda ratlar izerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
postnatal uygulanan FA’nin beyin korteks ndronlarinda enerji metabolizmasini
olumsuz etkiledigini gdstermislerdir. FA’nin enerji metabolizmasini bozmasi,
betatrofin ile FA maruziyeti arasinda bir iligki olabilecegi varsayimim
diistindiirmektedir. Ancak giiniimiize kadar olas1 bu iligkiyi arastiran herhangi bir
calisma yapilmamagtir.

Calismamizda; anatomide kadavra ilaglamasinda sik kullanilan, ancak ¢ok
zehirli ugucu bir bilesen olan formaldehitin bobrek ve karaciger iizerine bilinen
zararl etkilerinin oksidatif stres ile aktiflesebilen hiicre zar1 iyon kanallarindan
TRPM2 kanallarindaki aktivasyon artisina bagli olabilecegi 6ngdriilmiistiir. Ayn1
sekilde enerji metabolizmasini bozdugu bilinen formaldehit ile insiilin sentezleyen
hiicreler ve lipit metabolizmasindaki rolii bilinen betatrofin arasinda bir ilgi
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Formaldehitin hasar mekanizmalarin1 aydinlatmaya

yonelik olarak bu konulardaki veri eksiginin giderilmesi amaglandi.
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Ayrica formaldehitin karacigerde olusturdugu hasara karst karnozinin
bilinen yararl etkisinin, bobrekler i¢inde gecerli olup olmadiginin ve karnozinin
her iki dokudaki olas1 iyilestirici etkisinin de TRPM2 kanallar1 ve betatrofin ile

iligkisinin belirlenmesi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Baskanligi’nin 01.06.2016 tarih, 2016/11 say1 ve 118 nolu karar1 ile baglanmustir.

4.1. Deney Hayvanlar:
Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen ortalama agirliklar1 260 + 10 gr olan 28 adet 8-10 haftalik

eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi.

4.2. Deney Gruplarimnin Olusturulmasi

Sicanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi ve deney
4 hafta surdu.

Kontrol grubu (Grup 1): Bu gruptaki si¢anlara herhangi bir islem

uygulanmadi.

Karnozin verilen grup (Grup 2): Deney siresi boyunca 100X50X20 cm
ebatlarindaki cam fanus igerisinde oral yolla (igme sularma katilarak)150
mg/kg/glin karnozin verilen ve normal atmosfer havasi soluyan siganlar.

Formaldehit verilen grup (Grup 3): Bu gruptaki si¢anlar deney siiresi
boyunca ayni 6lgiilerdeki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm 8 saat/gin
formaldehite maruz birakildi.

Formaldehit + Karnozin verilen grup (Grup 4): Bu gruptaki siganlar deney
stiresi boyunca ayni1 dl¢iilerdeki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm 8
saat/giin formaldehite maruz birakildi ve es zamanli olarak oral yolla (igme sularina

katilarak) 150 mg/kg/giin karnozin verildi.
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4.3. Deney Prosedurt

Formaldehit uygulamasi, Aydin ve arkadaslarinin (77) tarifine gore
gergeklestirildi. Bu yonteme dayali olarak, 20X50X100 cm ebatlarinda cam
fanuslar yaptirildi (Sekil 6). Fanuslarin her birine hava giris ve ¢ikisini saglamak
amaciyla 5 mm ¢apinda iki delik ac¢ildi. Formaldehitin cam fanusun her yerine ayni
oranda dagilimini saglamak igin, cam fanuslar 1 mm? delik capli tel elekler ile ikiser
boliime ayrildi. Boliimlerden biiyilik olan1 fanusun 100 cm’lik uzun boyutunda 70
cm, kiiglik olan1 ise 30 cm yer kaplayacak sekilde ayarlandi. Biiyiik bdliime
siganlar1 yerlestirmek amaciyla, kii¢iik boliime ise FA oranlarimi ayarlamak igin

10.5 cm ¢apinda yuvarlak tavan pencereleri agildi.

Sekil 6. Cam fanus

Fanuslarin kiigiik boliimlerinde uygulanan FA’nin havadan agir olmasindan

kaynaklanan dibe ¢okiisiinii goz Oniinde bulundurarak, merkezlerine 1 ml FA
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enjekte edilen 1 cm ¢apinda ikiser adet pamuk kiire, tavana asildi. Ayrica cam
fanusta FA oranlarin1 10 ppm seviyesinde tutabilmek amaciyla 50 mililitrelik
ependorf tiiplerine %37°lik FA doldurularak hava pompasimna bagli serum
setlerindeki damla ayarlayic1 aygit ile kontrol edilebilen bir FA deposu yapildi ve
fanuslara acilan deliklere yerlestirildi. Pompalar cam fanus icine dakikada 0.01-
0.02 ppm FA pompalayacak sekilde ayarlandi. Ayni zamanda pompalar FA’nin
ortamda esit olarak dagilmasini sagladi. Cam fanus i¢indeki FA orani, devamli
OSHA (Occupational Safety and Health Administration) tavsiyeli, kalibrasyonu
yapilmis olan bir FA monitorii (Environmental Sensors Co. Boca Raton FL 33432
USA- Catalog No: ZDL-300) ile tespit edildi. Sekiz saatlik agirlikli ortalamaya gore
[Doz= (konsantrasyon x zaman) / 8 saat] istenen konsantrasyon olan 10 ppm
ayarlandi. Formaldehit seviyesi diistiigii anlarda, 1 ml %37’lik FA yeniden pamuk
kirenin merkezine enjekte edildi ve 10 ppm diizeyi uygulama stresince korundu.
Isi geregi FA’ya maruz kalan anatomistler, histologlar ve patologlar
genellikle haftanin bes gilinli ve giinde 8 saat FA’ya maruz kalmaktadirlar. Bu
caligmanin da gercek yasamla iligkilendirilmesi amaciyla FA verilen grup ile FA +
karnozin verilen gruptaki siganlar, deney siiresi boyunca cumartesi ve pazar gunleri
hari¢ olmak tizere haftanin 5 giinti 08.00-16.00 saatleri aras1 cam fanus igerisinde
tutuldular. Kontrol grubu ile sadece karnozin verilen gruptaki sicanlar, FA
uygulamalar1 sirasinda havaya karisan formaldehitten etkilenmemeleri amaciyla
ayni Ozelliklere haiz farkli bir odada barmdirildilar. FUDAM’da zehirli gazlari
tahliye etmeye yonelik havalandirma sistemi olmamasi nedeniyle, FA uygulamalari

zehirli gaz tahliye sistemi olan Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
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laboratuvarlarinda gergeklestirildi. FA uygulamalar1 disinda hayvanlar FUDAM’da
barmdirilda.

Sicanlar, Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda 0zel olarak
hazirlanmis pelet yem seklindeki sigan yemleriyle beslenerek ad libitum su ve
yiyecek alimlar1 saglandi. Pelet yemlerin igerigi Tablo 1’de gosterilmistir. Yemler

icin ¢elik kaplar, su i¢in ise paslanmaz ¢elik bilyeli cam biberonlar kullanildi.

Tablo 1. Sigan yeminin igerigi

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

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 1U D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B, 1,2 mg Bs, 0,006
mg Bi. vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, D. Panth. 0,32 mg Folik asit, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg
kolin klorir, 20 mg ¢inko, Basitrasin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg
Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca. ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan
olusur.

Dort haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki siganlar anestezi altinda
sakrifiye edildi. Histolojik analizler icin dokular %10’luk formaldehite alindi.
Biyokimyasal analizler i¢in sicanlardan kan 6rnegi ile bobrek ve karaciger dokulari
alindi. Sicanlardan alinan kanlar aprotinin ihtiva eden ve etmeyen iki farkli
biyokimya tiiplerine alindi. 4000 rpm’de santrifiij edildi. Kan ve doku 6rnekleri

daha sonra ¢alisilmak tizere -80 °C’de saklandi.
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4.4. Doku Homojenantlarimin Hazirlanmasi

Bobrek ve karaciger dokulart -80 °C’den alinarak her iki dokudan da 200
mg tartildi. Dokular kan ve artiklarindan temizlenmesi amaciyla ii¢ kez fosfat
tamponu ile yikandi. Her bir doku igerisinde 500 KIU/ml olacak sekilde ayarlanan
ependorflarin igerisine alindi. Daha sonra her bir ependorf igerisine 200 ml 0.5 mm
capl zirkonyum oksit boncuk birakildi. Ttim 6rneklere bir ml olacak sekilde fosfat
tamponu eklendi. Mikrosantrifiij ependorflarinin agizlar1 kapatilip Bullet Blender
ismindeki homojenizatoriin igerisine yerlestirildi ve 5 dakika homojenize edildi.
Elde edilen siipernatant tabaka yeni ependorflara alindi ve 10 dakika 4000 rpm'de
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra iistteki slipernatant biyokimyasal analiz
ve enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ¢alismalarinda kullanilmak i¢in
alind1 ve hemen ¢alisild1.

4.5. Biyokimyasal Analizler

Aprotinin ihtiva etmeyen biyokimya tiiplerine alinan kanlarda, total protein
ve albumin, kan glukozu, lipid profili, total kolesterol, yliksek dansiteli lipoprotein-
kolesterol (HDL-K) ve diisiik dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-K) 6lculdu.

Aprotininli tuplerden elde edilen kanlarda ise betatrofin derisimleri dl¢iildii.

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

45.1.1. TAS Olcumi
Kan TAS dizeyleri Olympus AU2700 otoanalizériinde Rel Assay Total
Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak 6lgiildii. Sonuglar Trolox equivalent/L olarak verildi.
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45.1.2. TOS Ol¢limu
Kan TOS duzeyleri Olympus AU2700 otoanalizoriinde Rel Assay Total
Oksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar pmol H202 Equiv./L olarak veridi.

4.5.2. Betatrofin Diizeylerinin Olguimii

Ratlarin kan, bobrek ve karaciger supernatantlarinda betatrofin diizeyleri,
Rel Assay Diagnostics Rat betatrophin ELISA Kit REF: E20151118134 (Mega Tip
San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ELISA yontemiyle kit
kataloglarinda belirtilen ¢aligma prosediirlerine uygun olarak calisildi. Plate
yikamalarinda otomatik yikayict Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA)
cihazi, absorbans okumalarinda Bio-Tek ELX800 cihazi, sonuglar1 yazdirmada ise

panosonik yazici kullanildi. Test sonuglar1 ng/ml olarak belirtildi.

4.6. Immiinohistokimya

%10’luk notral formaldehitte fikse edilen karaciger dokularmin rutin
histolojik takip serilerinden gegcirilerek parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan
parafin bloklardan 4-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval
i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika
kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika sogutmak ig¢in
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)
ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek igin

hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
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Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB,
Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
edilen primer antikorlar (Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam,
Cambridge, UK ve betatrophin Polyclonal Antibody, PA5- 38043, Invitrogen,
USA ) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, primer
antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder
antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP—125-BN,
Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile
30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC
Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra eg zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’in hematoksilen
ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek uygun kapatma
solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

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

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

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hucreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. %0.05’lik proteinase K ile
10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin
%3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan
sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37 °C’de nemli ortamda
calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika
inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DMS500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotografland: (Leica
DFC295). TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile
maviye boyanmis c¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren
hicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk buyltmede rastgele
secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks
(AI)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Boyama metodu asagidaki

tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. TUNEL Boyama Proseduiru.

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

4.7.  Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS, siiriim 22 programi1 kullanildi. Sayisal veriler One-way ANOVA
ve posthoc Tukey testi ile karsilagtirildi.

p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Formaldehit Olgtimleri
Formaldehite maruz kalan siganlarda (FA ve FA+Karnozin gruplari) yapilan

Olglimlerde maruziyet degeri 10.42+0.19 ppm olarak tespit edildi (Sekil 7).

Sekil 7. Formaldehit dlgctimlerinden temsili gorsel sonug.

5.2. Klinik Bulgular

Calismamizda FA’ya maruz birakilan siganlarda nefes almada zorluk ve
artig, sik sik burun temizleme, gozlerin yasarmasi, asirt goz kirpma ve yalanma da
artis viicut agirliklarinda (FA’ya maruz kalan si¢anlarin baslangi¢ ortalama agirligt

263 gram, deney sonu siganlarin ortalama agirligi ise 244 gram) diistis gibi Klinik
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bulgular tespit edildi. Kontrol grubundaki si¢anlarinin baslangi¢ ortalama agirligi
259 gram, deney sonunda ise siganlarin ortalama agirlig1 302 gram olarak tespit
edildi. Ayrica deney siiresince kafes icerisinde FA salinimi yapan beyaz pamuk
kiirelerin renklerinde sararma gozlenmezken FA grubundaki siganlarin tiiylerinde
sararma gozlendi (Sekil 8). FA+Karnozin grubunda ise bu klinik bulgularin azaldig

goralda.

Sekil 8. Siganlarin tiiylerinde renk degisimi.

5.3. Biyokimyasal Bulgular
FA grubundaki siganlarin kan glukozu ve lipid profil (total kolesterol, HDL-
K ve LDL-K) degerleri, kontrol ve karnozin gruplarindaki siganlarin degerleriyle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05), (Tablo 3).
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Tablo 3. Siganlarin biyokimyasal parametrelerinin degisimi.

Parametreler Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin

Glukoz (mg/dl) 112.6+4.19 111.6+5.37 108.846.78  109.2+6.45
Kolesterol (mg/dl)  61.3+4.59 60.6+5.03 59.8+7.21 63.2+5.37
HDL (mg/dl) 21.08+1.03 20.98+0.94 19.01+1.25 19.64+1.13
LDL (mg/dl) 5.03+0.35 5.11+0.49 4.08+0.53 4.10+0.74
Trigliserit (mg/dl)  60.1+5.26 59.2+6.32 54.1+4.87 58.5+6.19
T.Protein (g/dl) 6.50+0.13 5.79+0.23 5.79+0.23 6.61+0.18

Albumin (g/dI) 3.50+0.13  3.59+0.21  2.48+0.19  3.44%0.26

5.3.1. Kanlarda TAS ve TOS Diizeyleri
Kan TAS ve TOS diizeyleri kontrol ve karnozin gruplarinda benzerdi. FA
maruziyeti kan TAS seviyelerini anlamli bir sekilde azaltirken, kan TOS
diizeylerini anlamli bir sekilde arttirdi (p<0.05). Tedavi amact ile kullanilan
karnozin; FA maruziyeti ile diisen TAS seviyelerini anlamli bir sekilde
yiikseltirken, FA maruziyeti ile yiikselen TOS seviyelerini ise anlamli bir sekilde

diisiirdii (p<0.05), (Tablo 4).

Tablo 4. Kan TAS ve TOS diizeyleri.

Kan Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
TAS 2.02+0.04 2.02+0.06 1.61+0.032 1.79+0.02%
TOS 13.10+0.12 12.69+0.21 21.87+0.542 17.1140.13%

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Formaldehid grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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5.3.2. Bobrek ve Karaciger Dokularinda TAS ve TOS Diizeyleri

Hem bobrek hem de karaciger dokularinda TAS ve TOS diizeylerinde

kontrol ve karnozin gruplar1 arasinda fark yoktu. Her iki dokuda da TAS diizeyleri

FA grubunda azalirken, FA+Karnozin grubunda ise arttigi tespit edildi. Bu

degisimler karaciger dokusunda anlamliyken (p<0.05), bobrek dokusunda ise

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). TOS diizeylerinin ise TAS

diizeylerinin aksine FA uygulanan sicanlarda yiikseldigi, FA+Karnozin grubu

siganlarda ise diistigii goruldu (p<0.05) (Tablo5).

Tablo 5. Bobrek ve karaciger dokularinda TAS ve TOS diizeyleri.

TAS/

Doku TOS Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
TAS 0.81+0.02 0.85+0.01 0.47+0.28 0.73+0.02
Bobrek
TOS 0.55+0.01 0.50+0.01 0.77+0.032 0.64+0.03%
TAS 0.95+0.01 0.98+0.01 0.73+0.01° 0.83+0.022
Karaciger
TOS 0.46+0.02 0.43+0.02 0.67+0.022 0.52+0.012

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Formaldehid grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.3.3. Kan Betatrofin Duzeyleri

Kontrol ve karnozin gruplarinda kan betatrofin diizeyleri birbirine yakin

degerlerdeydi. Betatrofin diizeyleri FA grubunda anlamli bir sekilde azalmig

bulunurken, FA+Karnozin grubunda anlamli bir sekilde artmis olarak bulundu

(p<0.05), (Tablo 6).
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Tablo 6. Kan betatrofin dlzeyleri.

Betatrofin Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin

Kan 8.70+0.52 10.44+0.70 2.94+0.172 5.17+1.03%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
b Formaldehid grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.3.4. Karaciger ve Bobrek Dokularinda Betatrofin Diizeyleri

Karaciger ve bobrek dokularinda betatrofin diizeyleri kontrol ve karnozin
gruplarinda benzerdi. Her iki dokuda da FA maruziyeti betatrofin diizeylerini
anlamli bir sekilde azaltirken, karnozin suplementasyonu ise FA’nin neden oldugu

betatrofin diizeylerindeki azalmay1 anlaml1 bir sekilde arttird1 (p<0.05), (Tablo 7).

Tablo 7. Karaciger ve bobrek dokusu betatrofin diizeyleri.

Betatrofin Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
Bobrek 0.70+0.13 0.53+0.08 0.27+0.062 0.49+0.04°
Karaciger 0.62+0.05 0.54+0.09 0.20+0.018 0.53+0.08°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
b Formaldehid grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

5.4.1. Betatrofin Immiinreaktivitesi

5.4.1.1. Bobrek Dokusu

Betatrofin  immunreaktivitesi icin  immunohistokimyasal boyanan
preparatlar 151k mikroskop altinda incelendi. Betatrofin immdanreaktivitesi bobrek
dokusunda tiibiil hiicrelerinin liimene bakan alanlarinda (siyah ok) gdzlendi.

Bobrek dokusunda betatrofin immdinreaktivitesinde; kontrol (Sekil 9) ve karnozin
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(Sekil 10) gruplarinda fark yoktu. Betatrofin immdinreaktivitesi, FA grubunda
(Sekil 11) anlamli bir sekilde azalmis bulunurken, FA+Karnozin grubunda (Sekil

12) belirgin olarak artmis oldugu izlendi.

Sekil 9. Kontrol grubuna ait bdbrek dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).
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Sekil 10. Karnozin grubuna ait bébrek dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).

Sekil 11. FA grubuna ait bobrek dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—). Glomerulus

(G).
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Sekil 12. FA+Karnozin grubuna ait bobrek dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).

5.4.1.2. Karaciger Dokusu
Betatrofin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskop altinda incelenmesi sonucu; betatrofin immiinreaktivitesi karaciger

dokusunda hepatositlerin sitoplazmalarinda (siyah ok) gozlendi.

Karaciger dokusunda betatrofin immunreaktivitesi; kontrol (Sekil 13) ve
karnozin (Sekil 14) gruplarinda herhangi bir fark yoktu. FA maruziyeti karaciger
dokusundaki betatrofin imminreaktivitesini (Sekil 15) anlamli bir sekilde diisiirdii.
Tedavi amacgh olarak uygulanan karnozin ise FA’nin sebep oldugu betatrofin
immiinreaktivitesindeki azalmay1 diizelterek kontrol degerlerine ¢ekti (Sekil 16),

(Tablo 8).
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Sekil 14. Karnozin grubuna ait karaciger dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—).
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ekil 16. i i ig
S 6. FA+Karnozin grubuna ait karaciger dokusunda betatrofin immiinreaktivitesi (—)
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Tablo 8. Betatrofin histoskor.

Betatrofin

. Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
Histoskor
Bobrek 2.40+0.46 2.20+0.77 0.24+0.12% 0.69+0.16%
Karaciger 2.00+0.58 2.15+0.64 0.55+0.142 1.90+0.67°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
b Formaldehid grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.4.2. TRPM2 immiinreaktivitesi

5.4.2.1. Bobrek Dokusu

TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151tk mikroskop altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 imminreaktivitesi bobrek
dokusunda tiibiil hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Siyah ok) gozlendi. Bobrek
dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi; kontrol (Sekil 17) ve karnozin (Sekil 18)
gruplart birbirlerine yakin degerlerdeydi. FA’nin TRPM2 immdunreaktivitesini
anlaml bir sekilde arttirdigr (Sekil 19) gozlenirken, karnozin suplementasyonunun
ise FA’nin arttirdigi TRPM2 immiunreaktivitesini belirgin olarak azaltigi ve

kontrole yakin degerlere ¢ektigi gozlendi (Sekil 20).
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Sekil 17. Kontrol grubuna ait bébrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).

Sekil 18. Karnozin grubuna ait bdbrek dokusunda TRPM2 imminreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).



Sekil 19. FA grubuna ait bébrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—). Glomerulus
(G).

Sekil 20. FA+Karnozin grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—).
Glomerulus (G).
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5.4.2.2. Karaciger Dokusu

TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi karaciger
dokusunda hepatositlerin sitoplazmalarinda (siyah ok) gozlendi.
Karaciger dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi; kontrol (Sekil 21) ve karnozin
(Sekil 22) gruplarinda ayniydi. TRPM2 immuinreaktivitesi FA grubunda (Sekil 23)
anlaml1 bir sekilde artmis bulundu. FA+Karnozin grubunda (Sekil 24) ise TRPM2

imminreaktivitesinin belirgin olarak azaldigi g6zlendi (Tablo 9).

Sekil 21. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 23. FA grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 24. FA+Karnozin grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immuinreaktivitesi (—).

Tablo 9. TRPM2 histoskor.

TRPMZ Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
Histoskor

Bobrek 0.67+0.18 0.65+0.31 2.40+0.46° 0.71+0.28°
Karaciger 0.55+0.07 0.60+0.25 2.15+0.642 0.75+0.35"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Formaldehid grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.4.3. TUNEL Bulgulan

5.4.3.1. Bbdbrek Dokusu

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k

mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrekte tubul

hiicrelerinde (siyak ok) gozlendi. Bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi; Kontrol
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(Sekil 25) ve karnozin (Sekil 26) gruplarinda fark yoktu. FA TUNEL pozitifligi
anlamli bir sekilde arttirirken (Sekil 27), karnozinin artan TUNEL pozitifligi

anlamli1 olarak azalttig1 ve kontrol degerlerine tasidigi izlendi (Sekil 28).

Sekil 25. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 27. FA grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi (—).
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— T —

Sekil 28. FA+Karnozin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi (—).

5.4.3.2. Karaciger Dokusu

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskop altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda
siniizoidal hicrelerde (siyak ok) gozlendi. Karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi; Kontrol (Sekil 29) ve karnozin (Sekil 30) gruplarinda ayniydi. TUNEL
pozitifligi FA grubunda (Sekil 31) anlamli bir sekilde artmis bulundu.
FA+Karnozin grubunda (Sekil 32) ise belirgin olarak azaldigi ve kontrole yakin

oldugu izlendi (Tablo 10).
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Sekil 30. Karnozin grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi (—)
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Sekil 31. FA grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi (—).

S

Sekil 32. FA+Karnozin grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi (—).
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Tablo 10. Apoptotik indeks (%).

Apoptotik . .
indeks (%) Kontrol Karnozin FA FA+Karnozin
Bobrek 2.8320.75 2.66%1.63 11.00+1.89?2 3.16+1.83°
Karaciger 2.00+0.63 2.33+0.81 10.16+2.562 3.16+1.83°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Formaldehid grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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6. TARTISMA

Yilda 20 milyon tonun iizerinde kiiresel iiretimi olan formaldehit (FA),
genellikle solunum ve sindirim yoluyla viicuda alinmaktadir (89). Diinya saglik
oOrgiitii insanlarin giinlik FA maruziyetinin 1.5-14 mg/gun (ortalama 7.8 mg/gun)
oldugunu rapor etmistir. Ayrica yetigkin insanlarin 10.55 mg/giin oraninda FA’ya
maruz kaldigini, ¢ocuklarda ise bu degerin daha diisiik oldugunu bildirmistir (90,
91).

FA maruziyeti salivasyona, dispneye, bas agrisina, uykusuzluga, davranis
bozukluklarina, istahsizliga, duyusal bozukluklara neden olmaktadir. Bunun
yaninda FA oksidatif hasara neden olmakta ve enerji metabolizmasini da
bozmaktadir (26, 28, 32-34, 92, 93). FA maruziyetinin zararl etkilerini tamamen
ortadan kaldirmak ya da azaltmak 6nemlidir.

Calismamizda formaldehitin ve karnozinin oksidatif stres ile aktiflesebilen
hiicre zar1 iyon kanallarindan TRPM2 kanallarindaki aktivasyonu nasil degistirdigi,
formaldehitin karacigerde olusturdugu hasara karsi karnozinin bilinen yararh
etkisinin bobrekler i¢inde gegerli olup olmadig arastirildi. Ayrica karaciger ve
bobrek dokulart ile kanda, lipit metabolizmasi diizenleyicisi olan betatrofin
seviyesinin karnozin verilmesi sonucu degisimi arastirildi.

Formaldehite maruz birakilan ¢aligmamiz siganlarinda tiiylerde sararma,
nefes almada zorluk ve artis, sik sik burun temizleme, gozlerin yagarmasi, asir1 goz
kirpma ve yalanma da artig gibi klinik bulgular tespit edildi. Yapilan pek ¢ok
¢alismanin bulgular1 da bizim bulgularimizla rtiismektedir (77, 94). Tuylerdeki

sararma digindaki klinik bulgulara FA’nin irritatif 6zelliginin sebep oldugu
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kanaatindeyiz. Bu klinik bulgularin FA+karnozin verilen sicanlarda azaldigi
gorildi. Aydin ve arkadaslart (77) tarafindan 2015 yilinda yapilan benzer bir
calismada, farkli gruplardaki sicanlar diisiik (5 ppm), orta (10 ppm) ve yiiksek (15
ppm) doz FA’ya maruz birakilmis ve tedavi amacli karnozin uygulanmistir. Diisiik
ve orta doz FA’ya maruz birakilan sicanlarda, karnozin uygulamasimin klinik
bulgulart kismen engelledigi rapor edilmistir. Bu sonuglar bulgularimizi destekler
niteliktedir.

Karnozinin pek c¢ok yararli etkisi bildirilmistir. Daha Once yapilan
calismalarda, karnozinin oksidatif stresi baskilayan, antioksidan sistemi uyaran,
hiicre membranini koruyan, pH’y1 tamponlayan, aldehitler ve siiperoksit anyon
radikalleri, hidroksil radikaller, singlet oksijen ve hidrojen peroksit de dahil olmak
uzere ROS temizleme 6zelliklerine sahip olan bir antioksidan oldugu bildirilmistir
(75, 76, 95-100). Ayrica karnozinin yara iyilesmesini hizlandirdigi, hiicre
boliinmesini arttirdidi, kiiltiire edilen hiicrelerin yasam siiresini uzattigr da
bildirilmistir (66, 67, 101). Calismamiz siganlarinda goriilen sik sik burun
temizleme, tlly sararmasi gibi klinik bulgularda azalmanin, karnozinin bilinen bu
yararl etkilerinin bir sonucu oldugu kanisina varildi.

Calismamizda FA’ya maruz kalan siganlarin tiiylerinin 5. giinden itibaren
sararmaya bagladigi goriildi. Karnozin uygulamasinin tiiylerde goriilen bu
sararmay1 azalttig1 tespit edildi. Daha Once yapilan caligmalarda FA maruziyeti
sonucu tliylerde sararma oldugu bildirilmis ve bu sararmanin tiiylerin yapisinda
bulunan “kynurenine” adi verilen proteinin solunum havasindaki FA ile tepkimeye
girmesi sonucu olustugu ileri stiriilmiistiir (94, 102, 103). Yildiz ve Goze (104),

FA’y1 deri altina uyguladiklar1 ¢aligmalarinda, tiiylerdeki sararmanin sadece
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uygulama bdlgesinde oldugunu ve bunun da tiiylere temas eden FA’dan
kaynaklandigin1 rapor etmislerdir. Aydin ve arkadaslar1 (77) ise yakin zamanda
yaptiklari ¢alismada siganlarda tliy sararmasinin FA ile iligkili oldugunu, ancak bu
sararmanin kynurenine’den kaynaklanmadigini, FA’nin neden oldugu metabolik
olaylar sonunda meydana gelen amonyak ve keton varliginda sar1 renk veren 3,5-
diasetil-1,4-dihidrotoludin’e doniismesinden meydana gelmis olabilecegini ileri
stirmiislerdir.

Organizmanin yasamini devam ettirebilmesi oksidan ve antioksidan
dengenin saglanmasi ile olur (105). Organizmada normal biyolojik slreclerde ya da
zararlt bir dis etki sonucu oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi serbest
radikallerin artmasina sebep olur. Serbest radikallerin artmasi sonucu oksidatif stres
olusur. Deney hayvanlarinda yapilan ¢ok sayida ¢alismada FA’nin, oksidan ve
antioksidan dengeyi bozarak serbest radikallerin artmasina neden oldugu ve
boylece oksidatif hasar olusturdugu ve tedavi olarak uygulanan bazi
antioksidanlarin bu hasar1 azalttigi rapor edilmistir (32-34, 106). Calismamizda
FA’ya maruz kalan siganlarin kanlarinda, bobrek ve karaciger dokularinda TOS ve
TAS ol¢timleri yapilarak oksidatif stres varligi arastirildi. FA’ya maruz kalan
sicanlarin kanlarinda, bobrek ve karaciger dokularinda TOS diizeyleri artarken,
TAS diizeylerinin azaldig1 tespit edildi. Yapilan benzer ¢aligmalarda bulgularimizi
destekler nitelikte FA’nin TAS seviyelerini diislirdiigii rapor edilmistir (77, 92,
107). SOD ve GSH-Px, ROS'un zararl: etkilerine kars1 dokularin korunmasindan
sorumlu olan antioksidan savunma sistemindeki en 6nemli enzimlerdir (108).
Zarars1z ve arkadaglar1 yaptiklart iki farkli ¢aligmada (32, 33), si¢anlara uygulanan

FA’nin bobrek dokularinda SOD ve GSH-Px diizeylerini 6nemli dlcilide azalttigini
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bildirmislerdir. SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerindeki azalmanin diisik TAS
seviyelerinin nedeni oldugu diisiintildi. Calismamizda FA+karnozin grubundaki
TAS seviyeleri, sadece FA verilen sican degerlerine kiyasla yiiksekti. Bu bulgumuz
ile paralel sekilde, Aydin ve arkadaslari (77) benzer kurguladiklari ¢alismalarinda,
FA’ya maruz biraktiklar1 sicanlara verdikleri karnozinin diisen TAS seviyelerini
yiikselttigini rapor etmislerdir.

Karnozin, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini degistirerek, organizmanin
yasaminin devami i¢in gerekli olan oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki
dengenin bozulmasimi Onlemektedir (109, 110). Aydin ve arkadaslar1 (75) bir ay
boyunca her giin karnozin tedavisi uyguladiklart yasli siganlarda SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin arttigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde sigcanlara 6 hafta
stiresince karnozin destegi uygulayan Kim ve arkadaslari (98), deney sonunda SOD
ve GSH-Px enzim aktivitelerinin yiikseldigini belirlemislerdir. Yapilan bir bagka
calismada ise domuzlara verilen karnozinin SOD, GSH-Px ve katalaz enzim
aktivitelerini arttirdigi rapor edilmistir (99). Calismamiz tedavi grubundaki TAS
artisinin  da mevcut raporlarla uyumlu sekilde karnozinden kaynaklandig
diistincesindeyiz.

TUNEL metodu ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla bobrek ve
karaciger dokular1 incelendi. Calismamizda FA’ya maruz birakilan sicanlarin
bobrek ve karaciger dokularinda apoptotik hiicrelerin (TUNEL pozitifliginin)
arttigl tespit edildi. Daha once yapilan pek c¢ok c¢alismada da FA’nin ¢esitli
dokularda apoptozise neden oldugu bildirilmistir. Sapmaz ve arkadaslari (111) FA
maruziyetinin sican trakea epitel hiicrelerinde apoptozise neden oldugunu

gostermislerdir. Wu ve arkadaslar1 (112) gebe farelere uygulanan FA’nin
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kardiyomiyositlerde belirgin apopitozise neden oldugunu rapor etmislerdir.
Zararsiz ve arkadaglart (113) ise FA maruziyetinin sigan prefrontal korteks
hiicrelerinde apoptozise sebep oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz siganlarinda
karnozin uygulamasinin apoptotik hiicre sayisin1 (TUNEL pozitifligini) azalttig1
goralda.

Apoptozisin 6nlenmesinde karnozinin etkinligi g¢esitli dokular tizerinde
yapilan ¢alismalar sonucunda rapor edilmistir. Rield ve arkadaslari (114) diyabetik
sicanlara tedavi olarak verdikleri karnozinin glomeriiler apoptozisi Onledigini
gostermislerdir. Xie ve arkadaglari (115) beyin hasar1 olusturulan sicanlarda tedavi
olarak verilen karnozinin noéronal apoptozisi belirgin sekilde zayiflattigini rapor
etmislerdir. Aydin ve arkadaslar1 (100) ise yaslanma modeli olusturulan siganlarda
karnozinin beyinde apoptozis gelisimini Onledigini bildirmislerdir. Bu ¢aligma
sonuglar1 ile uyumlu sekilde, karnozin tedavisi uyguladigimiz FA’ya maruz
birakilan ratlarda, gerek karaciger gerekse bobrek dokularinda apoptotik hiicre
say1s1 sadece FA’ya maruz birakilan hayvanlara kiyasla anlaml sekilde diisiiktii ve
kontrol degerlerine yakindi.

Betatrofin, 2004 yilinda kesfedilen, ANGPTLS, lipasin ya da RIFL olarak
da adlandirilan, lipit ve glikoz metabolizmasini diizenleyen peptit bir hormondur
(80, 85). Calismamizda betatrofinin bobrek ve karaciger dokulari ile kanlardaki
seviyeleri incelendi. Bobrek ve karaciger dokular ile kanlarda FA maruziyeti ile
betatrofin seviyelerinin azaldigi karnozin suplementasyonu ile arttigi goriildii.
Calismamizda FA’ya maruz kalan sicanlarin  kilo kaybettigi, karnozin
suplementasyonu ile kilo artisi oldugu tespit edildi. Aydin ve arkadaslar1 (77) FA

maruziyetinin istah kaybina neden oldugunu bu nedenle siganlarin az yem
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tikettigini ve dolayis1 ile yetersiz beslenmeye bagli olarak sicanlarin kilo
kaybettiklerini ileri siirmiislerdir. Betatrofin seviyesi acglik ile azaldigi igin
beslenme yoluyla dizenlenir. Yapilan ¢aligmalarda {i¢ ay boyunca yiiksek yagl
diyet uygulanan sicanlarda, betatrofin seviyesinin belirgin sekilde arttigi, 24 ve 48
saat a¢ birakilan sicanlarda ise betatrofin seviyesinin dramatik bir sekilde diistiigi
bildirilmigtir (80, 83). Calismamizda FA maruziyeti ile betatrofin seviyesinin

diismesinin yetersiz beslenmeden kaynaklandig diisiincesindeyiz.

Bobrek ve karaciger dokularinda hiicre zar1 iyon kanallarindan TRPM?2
kanallarindaki ~ immiinreaktivitenin ~ belirlenmesi  ¢alismamizin ~ 6nemli
hedeflerindendi. FA intoksikasyonunun bobrek ve karaciger dokularinda TRPM2
kanallarinda immiinreaktivite artisina yol agtigi, karnozin suplementasyonu ile
artan bu immiinreaktivitenin 6nlendigi belirlendi. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
TRPM2 kanallarindaki aktivasyonun oksidatif stres ile aktiflestigi ve tedavi olarak
verilen selenyum, melatonin ve curcumin gibi antioksidanlarin bu aktivasyonu
inhibe ettigi bildirilmistir (116-120). Ayrica TRPM2 kanallarindaki aktivasyonu
bazi antioksidanlarin (C ve E vitaminleri) ise inhibe etmedigi gosterilmistir (121).
FA maruziyetinin oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. FA’nin oksidatif
strese neden olarak TRPM2 kanallarin1 aktiflestirdigi ve tedavi olarak verilen
karnozinin  ise  oksidatif stresi baskilayarak TRPM2 kanallarindaki
immiinreaktiviteyi azalttig1 diisiincesindeyiz.

FA maruziyetinin olusturdugu oksidatif hasar1 ortadan kaldirmak ya da
minimuma indirebilmek i¢in pek cok antioksidan ve giil yagi, c¢orek otu yagi,
omega-3 yag asitleri gibi maddeler calisilmis ve koruyucu etkileri rapor edilmistir.

Aydin ve arkadaslar1 (77) FA maruziyetinin karaciger ve akciger dokularinda hasar
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olusturdugunu, tedavi olarak uygulanan karnozinin bu hasar1 yok etmede aract
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda bobrek ve karaciger dokularinda FA
maruziyeti ile olusan hasar1 karnozinin biiyiik 6l¢iide ortadan kaldirdig gosterildi.
Boylece formaldehitin karaciger ve akcigerde olusturdugu hasara karsi karnozinin
bilinen yararli etkisinin, bobrekler i¢inde gecerli oldugu ilk kez bu calisma ile
gosterilmis oldu.

Sonu¢ olarak; FA maruziyeti bobrek ve karaciger dokularinda ciddi
hasarlara yol agmaktadir. Dahasi, FA maruziyeti bobrek ve karaciger dokular ile
kanlarda betatrofin konsantrasyonlarinin diismesine, TUNEL pozitifliginin
artmasina, TOS seviyelerinin yiikselmesine, TAS seviyelerinin diismesine sebep
olurken, oksidatif strese neden olarak TRPM?2 kanallarin1 da aktiflestirmektedir.

Karnozin, FA maruziyetinin neden oldugu zararli etkileri buyik oranda
onlemektedir. Hiilasa, FA maruziyetiyle olusan oksidatif hasara karsi tedavi olarak
verilen karnozin oksidatif stresi baskilayarak bu hasar1 ortadan kaldirmaktadir.

Gelecekte daha ileri ve kapsamli caligmalarla elde edilecek bulgular
sonucunda, 6zellikle isi geregi formaldehite yogun olarak maruz kalan bireylerde
FA’nin zararh etkilerinden korunmak amaci ile karnozinin tek basina ya da diger

antioksidanlarla kombine olarak kulanim alani bulabilecegi diisiincesindeyiz.
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