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OZET

Ratlarda Formaldehit Toksikasyonu Ile indiiklenen Nefrotoksisite ve
Hepatoksisiteye Bagh Olusturulan Oksidatif Stres Uzerine Kafeik Asit Fenetil
Ester’in Koruyucu Etkileri

Bu caligmada, formaldehit (CH20) ile olusturulan hepatotoksite ve nefrotoksiteye
bagl gelisen oksidatif stres tizerine, Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in koruyucu
etkilerini belirlemek amag¢lanmistir. Calismada 2-3 aylik 40 adet erkek Wistar Albino
tiirli sican kullanildi. Siganlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Kontrol grubuna (K) 20 giin oral yolla 10 mg/kg Dimetil siilfoksit (DMSQ) ve son
10 giin boyunca intraperitoneal (ip.) olarak serum fizyolojik uygulandi. CAPE
grubuna oral yolla 10 mg/kg CAPE ve son 10 giin boyunca ip. olarak serum fizyolojik
uygulandi. CH20 grubundaki hayvanlara oral yolla 10 mg/kg DMSO ile son 10 giin
ip. yolla 10 mg/kg dozundaki FA uygulandi. CH.O+CAPE grubuna ise oral yolla 10
mg/kg CAPE’nin yani sira, son 10 giin boyunca ip. olarak 10 mg/kg dozunda FA
enjekte edildi. Calisma sonunda elde edilen karaciger ve bobrek hemojenatlarinda
glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) diizeylerine ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) aktivitelerine bakildi. Serum O&rneklerinde ise alaninaminotransferaz (ALT),
aspartataminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH), iire ve Kkreatinin
aktiviteleri Ol¢iildii. CH2O grubunda karaciger-bobrek MDA (sirasiyla p<0.05,
p<0.001), serum ALT (p<0.001), AST (p<0.001), LDH (p<0.05), iire (p<0.001)
diizeylerinde 6nemli 6lgiide artis ve karaciger-bobrek GSH (sirasiyla p<0.05, p<0.01)
diizeylerinde ise K grubuna kiyasla azalis oldugu belirlendi. Karaciger ve bobrek
MDA diizeylerinde CH20+CAPE grubunda CH2O grubuna kiyasla 6nemli azalmalar
oldugu saptand: (sirasiyla p<0.05, p<0.01). Bununla birlikte karaciger, bobrek GSH
diizeylerinde CH.O+CAPE grubunda CH20 grubuna kiyasla 6nemli diizeyde artiglar
belirlendi (p<0.01). Karaciger ve bobrek GSH-Px aktivitesi CH.O+CAPE grubunda
CH0 grubuna gore artig géstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmedi. CH20+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda ise serum
ALT, AST ve LDH seviyelerinde onemli azalmalar oldugu tespit edildi (sirasiyla
p<0.001, p<0.01, p<0.001). CH.O+CAPE grubu CH2O grubu ile karsilastirildiginda
iire ve kreatinin diizeylerindeki diislis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Histopatolojik incelemelerde, CH>O grubunda siganlarin karaciger ve bobrek doku
numunelerinde hasar olustugu ve hiicre biitiinliigliniin bozuldugu gozlendi.
CH20+CAPE grubunda karaciger ve bobrek dokularinda olusan bozukluklarin belli
bolgelerde azaldigr veya kayboldugu belirlendi. Sonu¢ olarak, c¢alismamizla,
siganlarda ip. olarak uygulanan FA toksikasyonunun karaciger ve bobrek dokusunda
oksidatif stres olusturdugu, olusan bu oksidatif stresin ise CAPE uygulamasi ile
belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kafeik Asit Fenetil Ester, formaldehit, nefrotoksisite,

hepatoksisite, oksidatif stres



ABSTRACT

Protective Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester on Oxidative Stress Due to
Formaldehyde-Induced Nephrotoxicity and Hepatoxicity in Rats

This study aimed to determine protective effects of caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on oxidative stress caused by formaldehyde (CH20)-induced hepatotoxicity
and nephrotoxicity. Forty male Wistar albino rats aged 2—-3 months were used. Rats
were divided into four groups, with 10 animals in each group, as follows: The control
group (C) treated with 10 mg/kg dimethyl sulfoxide (DMSO) orally for 20 days and
normal saline intraperitoneally (ip.) for the last 10 days. The CAPE group treated with
10 mg/kg CAPE orally for 20 days and normal saline ip. for the last 10 days. The CH20
group treated with 10 mg/kg DMSO orally and 10 mg/kg FA ip. for the last 10 days
and the CH,O+CAPE group treated with 10 mg/kg CAPE orally and 10 mg/kg FA ip.
for the last 10 days. Glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA\) levels and GSH
peroxidase (GSH-Px) activities were investigated in the liver and kidney homogenates
obtained at the end of the study. Alaninaminotransferase (ALT),
aspartataminotransferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH), urea and creatinine
activities were measured in serum samples. Liver and kidney MDA (p<0.05 and
p<0.001, respectively), serum ALT (p<0.001), AST (p<0.001), LDH (p<0.05) and
urea (p<0.001) levels were significantly increased and liver and kidney GSH (p<0.05
and p<0.01, respectively) levels decreased in the CH>O group compared with those in
the C group. Liver and kidney MDA levels decreased more significantly in the
CH2O+CAPE group than in the CH2O group (p<0.05 and p<0.01, respectively).
However, significantly greater increases in liver and kidney GSH levels were found in
the CH.O+CAPE group than in the CH.O group (p<0.01). Liver and kidney GSH-Px
activities were higher in the CH>O+CAPE group than in the CH2O group, but the
difference was not statistically significant. Significant decreases were found in serum
ALT, AST and LDH levels in the CH,O+CAPE group than in the CH2O group
(p<0.001, p<0.01 and p<0.001, respectively). When the CHO+CAPE group was
compared with the CH20 group, decreases in urea and creatinine levels were not
statistically significant. Histopathological examinations revealed damage to the liver
and kidney tissue samples and deteriorated cell integrity in the CH2O group. In the
CH>O+CAPE group, deteriorations in the liver and kidney tissues decreased or
disappeared in certain regions. In conclusion, toxicity caused by intraperitoneal
administration of FA in rats induced oxidative stress in the liver and kidney tissues,
and this oxidative stress was significantly reduced by CAPE application.

Key Words: Caffeic Acid Phenethyl Ester, formaldehyde, nephrotoxicity,
hepatoxicity, oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Evrende yasamin devam edebilmesi i¢in canlilar, dogada bulunan her
maddeyle ihtiyaci olsun veya olmasin karsi karsiya kalmaktadir. Baz1 maddeler bir¢ok
alanda kullanilarak yasami kolaylastirdigi gibi sagligi da olumsuz etkileyebilmektedir.
Hayatin birgok alaninda ekonomik olarak kolay elde edilebildigi i¢in sik kullanilan,
kimyasal 6zelligi yiiksek olan formaldehit de bu maddelerden birisidir. Formaldehit
(FA, CH20), ¢oziciilerde iyi ¢6ziinebilen, yanici, renksiz ve keskin kokulu, aldehit

grubu bir kimyasaldir (Asik 2016).

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) raporunda potansiyel kanserojen olarak kabul
edilen FA nin, toksik etkileri ve lokal tahrislerinin varlig1 agiklanmistir. Ayni zamanda
FA, Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (IARC) verilerinde de kanserojen olarak
Grup 2A listesinde yerini almistir (WHO 2002). FA, ilk kez Alman bilim adam1 olan
August Wilhem ‘von Hofman tarafindan 1867 yilinda bulunmus olup, saf bir sekilde
elde edilememistir. 1982 yilinda Friedrich August Kekule ‘von Stradonitz, FA’y1 saf
olarak elde edebilmistir. Suda kolaylikla ¢6ziinebilen FA, metal katalizor araciligr ile
400-650°C gibi yiiksek sicaklikta metanoliin oksidasyonuyla elde edilir. Suda
¢oziindiikten sonra formalin adimi alan FA’nin, kimyasal formiili CH20’dur. Siv1
haldeyken miktar ayarlamasi mililitre (ml), gaz haldeyken ise parts per million (ppm)
olarak gosterili. ABD Mesleki Giivenlik ve Saglk Idaresi (OSHA), FA’ya gaz
haldeyken maruz kalma sinir1 olarak, bir giin igerisinde sekiz saatte 0.75 ppm kadarina
izin vermektedir. FA’nin tehlike dozunun ise 20 ppm ve {izerinde oldugu
belirtilmektedir (The Perspective, 2012). FA’ya kisa siireli maruziyette goz ve bogazda
tahris, nefes darligi, bas agrisi, yorgunluk gibi belirtiler gortilmektedir (Main ve ark.
1983). Uzun siireli maruziyette ise, FA’ nin organizma tizerinde toksik etkileri ortaya
¢ikmaktadir. FA monoaminler veya amidler ile reaksiyona girerek niikleik asitler,
doymamis yag asitleri ve proteinlerle giiclii ¢arpraz baglar olusturma egilimindedir.
FA’nm yiiksek dozda siirekli alinmasi anormal hiicre ¢ogalmasina ve karsinomlar

olugsmasina neden olmaktadir (Conaway ve ark. 1996). Anatomi laboratuvar



kadavralart i¢in 6nemli bir koruyucu olan FA, anatomi O&grencileri, histopatoloji
laboratuvar ¢aliganlar1 ve diger biyolojik arastirmacilar i¢in irritan olmasinin yaninda
rahatsiz edici bir kokuya da sahiptir. Calisma ortaminda yogun bulunan FA’ya maruz
kalmaya devam edildik¢e calisanlarda mide bulantisi, bas agrisi, gézlerde yanma hissi
ve goOzyast artmast gibi gecici belirtiler de goriilmektedir. Ayni zamanda FA
maruziyeti uzun siire devam ederse kontakt dermatit, konjenital defekt ve kansere de
neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu nedenle bu tehlikenin varliginin 6nemsenip
ortadan kaldirilmasi veya en aza indirilmesi igin ¢esitli 6nlemler alinmasinin énemi

vurgulanmigtir (Raja ve Sultana 2012).

Yasam icin vazgeg¢ilmez olan oksijenin canli viicudunda zararli seviyeye
ulagsmasi ve oksidanlara doniismesi ¢esitli sistemlerde hasarlara sebep olmaktadir.
Metabolik ve fizyolojik olaylar sonrast meydana gelen bu oksidan maddeler, besinlerin
enerjiye doniisiimii sirasinda olusan reaktif molekiillerdir (Koca ve Karadeniz 2004).
Bu reaktif molekiiller, biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin en ¢ok
bilinenidir. Organizmanin hiicreleri ile kolayca etkilesime girme 6zelligi gosteren
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT), hiicrelerden elektron kopararak o molekiilii radikele
dondistiirtir. Bu doniisiim sonrasi ger¢eklesen reaksiyonlar neticesinde hiicrelerde hasar
meydana gelir (Kuppusamy ve ark. 2005, Phaniendra ve ark. 2015). Metabolizma
sirasinda endojen olarak az miktarda iiretilen bu reaktif molekiiller, kronik hastaliklar,
radyasyona maruz kalma, patojen mikroorganizmalarin viicudu etkilemesi gibi
durumlarda daha fazla miktarda iiretilerek viicut ic¢in zararli olmaktadirlar.
Organizmaya zararl etkiler birakan ROT un olusumunu 6nleme, olusturdugu hasari
onarma ve/veya siipiirerek temizleme fonksiyonlarina sahip maddeler antioksidanlar
olarak  adlandirilmaktadir. Bu  islevlerinde  antioksidanlar, = oksidanlarin
konsantrasyonunu azaltarak ve olusan serbest radikal zincirini kirarak reaksiyon
gosterirler. Antioksidanlar, zengin bir diyetle disaridan alindiginda viicutta yetersizlik
belirtileri goriilmeyip, oksidanlarin olusturdugu hasarlarin 6nlendigi bildirilmistir
(Sezer ve Keskin 2014). Devamli olarak oksidan maddelerin istenmeyen etkisine
maruz kalan hiicrelerin yenilenmesi i¢in antioksidan maddelere ihtiya¢ duyulur.
Serbest radikallerin fazla tiretilmesi, antioksidanlarin yetersizligi veya inaktif olmasi
oksidatif dengeyi bozar. Mevcut antioksidan savunma sistemi oksidanlarin etkilerini

tamamen Onleyemez ve viicudun antioksidan savunmasi ile oksidan {liretimi arasindaki



dengesizlik sonucu oksidatif stres tablosu ortaya ¢ikar (Thomas 1995). Oksidatif
hasarin yol agabilecegi hastaliklardan korunmak i¢in disaridan alinacak antioksidan
maddelerin hayat kurtarici oldugu bilinen bir gergektir. Diyetle alinacak antioksidan
takviyesinin kronik hastaliklarin goriilme sikligini azalttig1 agiklanmaktadir (Jacob ve
Burri 1996). Oksidatif stres sonucu organizmada meydana gelen enflamasyon durumu,
hiicre omriinii azaltarak fizyolojik fonksiyonlarda geri doniisii olmayan hasarlara
sebep olur. Toksikolojik agidan zararli olan ROT’un yogun oldugu bdlgelerde
kanserlesmeye baglayan hiicrelerin saglikli hiicrelere gére daha hizli ¢ogalarak
patolojik sorun haline geldigi bildirilmistir (Armartmuntree ve ark. 2017). Cesitli
hastaliklarin patogenezinde kritik rol oynayan oksidatif stres; kanser, enfeksiyoz
hastaliklar, diyabetes mellitus, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 gibi kronik
hastaliklara yol agmaktadir (Furukawa ve ark. 2004). Oksidatif stres durumunda;
niikleik asitler, lipitler, proteinler gibi organik bilesiklerde yapisal degisiklikler
meydana geldigi, lipidlerin oksidatif olarak pargalanmasi ile malondialdehit ve
doymamus yag asitlerinin agiga ¢iktigi ifade edilmektedir. Bu olusumlarin protein ve
DNA hasar1 yaparak hiicrelerde aktivite kaybina neden oldugu belirtilmektedir
(Pisoschi ve Pop 2015). Organizmada oksidatif stres durumu genelde lipit
peroksidasyonun son iriinii olan malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi

antioksidan enzimlerin dl¢iimii ile belirlenmektedir (Eken 2016).

Ar triinii olarak bilinen propolisin, Antik ¢aglardan giiniimiize kadar halk
hekimliginde proflaktik amacgli ve hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina devam
edildigi bilinmektedir. Avrupa’da yaygin olarak sifa amagli kullanilan propolis
antioksidan ozelligi yiiksek bir maddedir. Propolis, bu antioksidan 6zelligini igeriginde
bulunan aktif bilesenlerinden biri olan CAPE’den alir. Propolis mide iilseri,
tiiberkiiloz, bogaz agrisi, dis hastaliklari, yanik ve agiz yaralar1 gibi bir¢ok saglik
sorununda tercih edilen ilag haline gelmistir (Albayrak 2008). Kimyasal ve
farmakolojik aktivitesi bitki kaynagina gore degisiklik gosteren propolisin i¢eriginde;
CAPE disinda fenolik bilesikler, flavonlar, flavonoidler, terpenler, terpenoidler,
aromatik asit ve esterleri, aminoasitler ve alkoller bulunur (Russo ve ark. 2002).
Propolisin yapisinda bulunan flavonoidler ve CAPE antioksidan 6zelligi kanitlanmig

bilesiklerdir. CAPE’nin  olusturulan  karaciger toksisitesinde, karaciger



fonksiyonlarinda 6nemli gorevler alan enzim aktivitelerini diizelttigi ve karaciger
hasarlarini en aza indirerek hepatoprotektif etki gosterdigi ileri siiriilmistiir (Lee ve
ark. 2008). Ayrica CAPE’nin metabolik atiklarin organizmadan uzaklastirilmasinda
onemli rolii olan bobreklerde koruyucu etkisi oldugu ve nefrotoksisite sonucu olusan
bobrek hasarlarini antioksidan, antitoksik ve nefroprotektif aktiviteleriyle diizelttigi
bildirilmistir (Meydan ve ark. 2013). CAPE’nin antioksidan 0Ozelligi sayesinde
olusabilecek oksidatif hasarda onemli koruyucu ve diizeltici etkilerinin mevcut
oldugu, aym zamanda antimikrobiyel, antienflamatuar, antikanser, antiviral ve

immiinomodiilator etkilere de sahip oldugu belirtilmektedir (Jia ve ark. 2015).

FA’nin kullanim yayginliginin olmasi toksik etkilerinden korunmay1 saglayan
ilaglara yonelmeyi zorunlu hale getirmistir. FA’ nin toksik etkisine bagli olusabilecek
oksidatif stres ve oksidatif hasar diizeyini azaltmaya yonelik yeni tedavi
protokollerinin  olusturulabilecegini  diisiinmekteyiz. Bu acgidan bakildiginda
calisgmamizda disik dozda FA maruziyeti sonucu gelisen hepatoksisite ve
nefrotoksisiteye bagl olusan oksidatif strese karsi kuvvetli antioksidan 6zelligi olan
CAPE’nin  koruyucu etkilerinin  arastirllmast  amaglandi. Ayrica yapilan
arastirmalarda, FA ile olusturulan karaciger ve bobrek doku hasarinin neden oldugu
oksidatif stres tizerine, CAPE’nin koruyucu etkileri ile ilgili ¢aligmalarin olmamasi

dikkat ¢ekici olup bu ¢aligma ile dnemli bir basamak olusturulacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Formaldehit (FA)

Yapisinda karbon ve oksijen atomlarini bulundurarak karbonil grubu olusturan
organik bilesiklere aldehit denir. Aldehitler yiiksek sicaklik altinda alkollerin
dehidrojenasyonundan elde edilir. Aromatik olarak dogada bol miktarda bulunan suda
¢ok iyi ¢oziinen aldehitlerin kendine 6zgii bir kokusu vardir. Aldehitlerin karbonil
grubuna birer hidrojen baglanmasiyla FA olusur. FA aldehitlerin dogada en yaygin
bulunan seklidir (Cay 2012). CH2O formiiliine sahip FA sivi olarak metanoliin
oksidasyonundan elde edilir. FA, oda sicakliginda kolaylikla sivi halden gaz hale
gecebilen keskin kokulu, renksiz ve yanici bir maddedir. Suda kolayca ¢oziinerek
formalin denen sulu ¢6zeltiyi meydana getirir. Etki edebilmesi i¢in % 60-80 nem ve
18°C 1s1 gerekir. Kolayca polimerlesen FA, canlilar agisindan toksik olabilmektedir.
Diinyada bir¢ok iiriinde 6nemli hammadde olarak kullanilan FA’nin saglayacagi
faydalarin yaninda potansiyel saglik risklerine de yol actig1 belirtilmektedir (ATSDR
2008).

2.1.1. FA Kullanim Alanlar

FA’y1 atmosfere birakan teknolojik iiriinlerin talep edilmesi ve dis ortamda
duman yoluyla canlilar etkilemesi yillardir sorun olusturmaktadir. Ote yandan diinya
genelinde cesitli alanlarda farkli amaglarla kullanilan FA, sagladig: yararlar nedeniyle
vazgecilmeyen bir madde olmasit kullanimiyla ilgili ikilem olusturmaktadir
(Salthammer 2015). Organizmay1 genetik olarak etkileyerek, DNA ve RNA hasarina
yol acan FA, ticari olarak sik kullanilan 6nemli bir kimyasaldir. FA’nin yanmasi
sonucu atik gazlarla hem eksojen olarak, hem de insan ve hayvanlarda fizyolojik
stiregler sonrast metabolik iriin seklinde endojen olarak iiretildigi bilinmektedir.
Ozellikle inhaler yolla hizla absorbe edilen FA, pulmoner 6dem ve enflamatuar
reaksiyonlara neden olarak hayati tehdit olusturdugu ifade edilmektedir (North ve ark.

2016). Ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle FA’ya cevresel ve mesleki



maruziyet yaygindir. Solunum yoluyla maruziyetin disinda sebze, meyve, siit tiriinleri
ile deniz canlilar1 gibi yiyecek ve igecekler araciligiyla organizmaya sindirim yoluyla
da almmaktadir. Insanlarm FA’ya maruz kaldiklar1 alanlar olarak; insaat, tekstil,
mobilya, medikal, kimya ve ilag endiistrisi ile anatomi ve patoloji laboratuvarlari gibi
ortamlar sayilabilir. Is ortaminda FA’ya uzun siire maruz kalan, ¢alisirken gozliik,
solunum maskesi gibi koruyucu ekipmanlart kullanmayan patoloji ve anatomi
laboratuvari ¢alisanlarinin kan degerlerinde 6nemli derecede bozulmalar oldugu ifade
edilmektedir. Bu bozulmalarin DNA ve kromozom hasarina neden oldugu
belirtilmistir. FA’yla iliskili olan kisilerde genotoksik riskin artabilecegine dikkat
cekilmistir (Costa ve ark. 2008). Elektrofilik 6zelligi yiiksek olan FA’ nin ticari ismi
formalindir ve sulu ¢o6zelti seklinde depolama islemlerinde kullanilir. Ayrica
proteinleri saglamlastirip dokunun bozulmasini 6nleyerek biyolojik numunelerin uzun
siire muhafaza edilmesini sagladigindan patoloji laboratuvarlarinda, mumyacilikta ve
kadavralarin uzun siire kullanilabilmesi i¢in anatomi laboratuvarlarinda, dis
hekimliginde kaplamalarin yapisinda, antiseptik 6zelliginden dolay1 dezenfeksiyon
islemlerinde dezenfektan olarak kullanimi1 yaygindir (Unsald: ve Ciftci 2009). Pek ¢ok
farkli sektorlerde kullanilan FA endiistriyel alanlarda, mobilya ve ingaat
malzemelerinde, kozmetik, tibbi ve sanayi firlinlerinde, yapistiricilarda, plastik
malzemelerde hammadde olarak da kullanilmaktadir. Ayrica kullanim alanlari diginda
sigaranin igeriginde, araglarin egzoz dumaninda, dogalgazda ve yakacaklarin
atmosfere biraktig1 atik iiriinlerin i¢eriginde bulunmasi nedeniyle her canlinin herhangi

bir sekilde bu kimyasal maddeye maruz kalmas1 miimkiindiir (Tang ve ark. 2009).



2.1.2. FA Metabolizmasi

Piirin, timidin ve bazi1 aminoasitlerin biyosentezi i¢in gerekli olan FA viicuda
dermal emilim, sindirim ve solunum yoluyla eksojen olarak alinmasinin yanisira
metanoliin veya metilaminin katabolik reaksiyonlar1 sonucu endojen olarak da
uretilmektedir (Canbilen ve ark. 1999). FA karaciger ve eritrositlerde
alkoldehidrogenaz (ADH) ile katalaz enziminin aktiveteleriyle formik aside
metabolize olur. FA’min formik aside metabolize olabilmesi i¢in Onemli bir
antioksidan olan glutatyona ve nikotinamid adenin diniikleotide (NAD) gereksinimi
vardir (Keller ve ark. 1990). Eritrositler de karaciger gibi FA’y1 hizlica metabolize
edebilecek enzimlere sahiptir. Dolasimdaki glutatyonun tamami eritrositlerdedir.
Eritrositler katalaz ve glutatyon aktiviteleri sayesinde FA’y1 metabolize etmektedir
(Kimbell ve ark. 2001). Glutatyon yetersizligi oldugu durumlarda FA yogunlugunun
artmasina bagl olarak toksikasyon tablosu gelisebilmektedir. Metabolize olan formik
asit bosaltim yoluyla veya karbondioksite okside olduktan sonra solunum yoluyla
atmosfere atilir. Disar1 atilmayip plazmada biriktiginde canlilar agisindan tehlike
olusturmaktadir (Eells ve ark. 1981). Belirlemek gii¢ olmakla birlikte yiyeceklerle
glinliik yaklasik olarak 1,5-14 mg, igme suyuyla ise, 0,2 mg FA’nin viicuda alindigi
tahmin edilmektedir (Feron ve ark. 1991). Fizyolojik olarak incelendiginde insan
beyninde 0.2 ppm ile 0.4 ppm araliginda FA oldugu bildirilmistir (Tulpule ve ark.
2013).



Sekil 1. Formaldehit metabolizmasi (Tulpule ve ark. 2013)

2.1.3. FA Toksikasyonu

Toksik maddeler viicuda alinma miktarina bagli olarak sistemlerin fizyolojik
stireclerini olumsuz etkilemektedir. Bu maddeler organizmada ciddi hasarlara yol
acarak hayat1 tehdit eden maddelerdir. Toksikasyon, toksik maddenin etkisiyle olusan
patolojik tablodur (Dékmeci 2001). Toksik maddeler bu patolojik tabloyu, reseptor
baglarinda degisiklik yaparak, hiicre fonksiyonlarini bozarak, proteinlerde
denaturasyonla somatik hiicrelerde genetik degisikliklere yol acarak organizmanin
tim sistemlerinde olumsuz etki olusturmaktadir. Toksik maddeler en sik solunum
sistemi, gastrointestinal sistem, deri, parenteral ve rektal yol araciligiyla viicuda

girmektedir (Ozyazgan 2002).

FA yiiksek toksik etkiler olusturabilecek kimyasal maddelerden biridir.
Insanlarmn maruz kalma limitinin 8 saatlik bir zaman diliminde 15 dakikalik maruziyet
sonrast 6l¢iim sonuglar1 0,24 ppm ile 0,48 ppm arasinda olmalidir. FA’nin ortamdaki

konsantrasyonunun organizmada olusturacagi toksik etkiler hava degisim hizina da



baglidir. Organizmanin FA’ya diisiik dozlarda kisa siireli maruz kalmasi goz tahrisi ve
iist solunum yolu irritasyonu, bas agrisi, bas donmesi gibi lokal bulgular, uzun siireli
ve yiiksek dozlarda maruz kalmasinda ise, dispne, konviilsiyon, oksidatif stres gibi
sistemik belirtilerin ortaya c¢iktigi ifade edilmektedir (Kriebel ve ark. 2001). Bu
kimyasal maddeye normal zamanda maruz kalinan diizeyden yiiksek limitte temas
halinde olunursa toksikasyon tablosu agirlagsabilmektedir. FA ilk olarak viicuda
alindig1 bolgede irritasyona ve allerjik reaksiyonlara neden olur. Metabolize olduktan
sonra ise, niikleik asitlerle tepkime olusturdugu daha sonra DNA ve proteinlerle ¢apraz
baglar kurarak toksikasyona yol acabilecegi bildirilmistir (Nielsen ve Wolkoff 2010).
FA’ya uzun siireli maruz kalma toksikasyona ve kanserojen tehlikeye yol agmaktadir.
Bu nedenle maruz kalmanin kontrolii, izlenmesi ve degerlendirilmesine iligkin

yonergelerin olusturulmasi gerektigi bildirilmistir (Bernstein ve ark. 1984).

2.1.3.1. Solunum Sistemi Uzerine Toksik Etkisi

FA keskin ve bogucu bir kokuya sahiptir. Solunum yollarini tahris etmekte ve
oral mukoz membranlar tizerinde irritasyona sebep olmaktadir. Ortamda bulunan gaz
halindeki FA konsantrasyonunun 1 ppm altinda oldugunda bile koku duyusu sayesinde
algilandig1 ve koku esiginin 0.04-0.4 ppm arasinda oldugu rapor edilmistir. Kimyasal
etkili FA, diisiik dozda bile ilk fizyopatolojik yanit olarak gozlerde kizariklik ve
solunum yollarinda irritasyona neden olur. FA’nin sebep oldugu duyusal tahris,
hapsirma, burun tikanikligi, 6ksiirme, hiperventilasyon, hiperpne ve dispne gibi
solunumsal belirtilerle kendini gosterir (Arts ve ark. 2008). ilk maruziyette goz
kizarmasindan sonra goriilen solunum sistemi belirtilerinin devaminda akciger hasari
olusturan FA’nin, pulmoner parankimada enflamatuar hiicre sayisinin artigina yol
actig1 belirtilmektedir. Ayrica FA’nin pulmoner hasara karsi olusacak bagisiklik
yanitini da bastirdig: ifade edilmektedir (Murta ve ark. 2016). DSO raporlarinda, uzun
stire FA’ya maruz kalma durumunda burun ve bogaz tahrisi i¢in esik degerinin sivi
hali i¢in 0.1-3.1 mL ile goz tahrisi i¢in 0.6-1.2 mL oldugu bildirilmistir. FA’nin gaz
hali i¢in ise 0,08-2,6 ppm, ile 0.5-1 ppm arasinda oldugu belirtilmistir (WHO 2002).

FA’nin i¢ ortamdaki konsantrasyonu bazi durumlara gore degismektedir. FA iceren



malzemelerin kullanim miktar1, maruziyet siiresi, ortamin havalandirilmasi ve ortam
1s1s1 etkilenme derecesi iizerinde etkili olan énemli faktorlerdir. Ozellikle de kapali
ortamlarda sigara i¢ilmesinin FA konsantrasyonunu belirgin sekilde arttirdigi rapor
edilmistir (Rando ve ark.1999). FA’ya ¢evresel maruziyet genellikle solunum yoluyla
olmaktadir. Bu durumda FA'ya istemeden maruz kalindig1 i¢in 6nemli ¢evre sagligi
sorunu haline gelmistir. Uzun siireli diisiik dozlarda FA’ya inhaler maruziyetin
pulmoner hasar olusturmasinin ardindan 6grenme ve bellek islevlerini de bozdugu
bildirilmistir (Cheng ve ark. 2016). FA’ya maruz kalanlarin duyarliliklarinda
farkliliklar olsa da goz tahrisi igin 0.3 ppm, koku algilama ve duyu tahrisi i¢in ise 0.1
ppm’lik bir hava konsantrasyonunun olmas: gerektigi belirtilmistir. Ozellikle kolay
etkilenebilen kisilerin FA tahrisine ve kanser olmaya daha yatkin oldugu ifade
edilmistir (Golden 2011). Morbidite ve mortalitesi yiiksek olan solunum sistemi
hastaliklarindan astim, amfizem ve bronsit gibi hastaliklarin gelisiminde hava
kirleticilerinden biri olan FA’nin roli oldugu bildirilmektedir. FA inhalasyonunun
pulmoner etkisini, bronslarda daralma yaparak ve enflamatuar mediyatorlerin
salinmasina yol acarak ortaya ¢ikardig bildirilmistir (Franco ve ark. 2006). Ev gibi
kapali ortamlarda FA’ya maruz kalan kiigiik ¢ocuklarda astim vakalarinin arttig ileri
stiriilmiistiir (Rumchev ve ark. 2002). FA’nin hava yollarinda daralmaya yol agarak
asttm semptomlarint ve mevcut solunum yollar1 enflamasyonunu siddetlendirdigi
belirtilmektedir. Kapali ortamlarda FA igeren iiriinlerin saglik tehlikesi olusturmasi
insanlar arasinda endiselere yol agmaktadir (Sakamoto ve ark. 1999). Macedo ve ark.
(2016), FA maruziyetinin akcigerde antioksidan enzim seviyelerinin azalmasina ve
buna bagl olarak oksidatif stres tablosunun ortaya ¢ikmasina neden oldugunu ifade
etmektedirler. Zararsiz ve ark.’nin (2004) yaptig1 bir ¢alismada FA uygulanan
siganlarda solunum yollarinda tahris sonrasi kanama ve epitel hiicre dokiilmelerinin
varhigi ile akciger dokusunda hasarin olustugu ifade edilmistir. Monticello ve Pathol
(1989) ise insan yapisina benzerligi agisindan maymunlarin bir cinsi olan primatlar
iizerinde FA ’nin sebep oldugu solunum sistemi toksikasyonunu arastirmistir. Ug gruba
ayrilan primatlar, bir ve alti haftalik siirelerle 6 ppm miktarinda FA bulunan ortama
birakilarak solunum yollarinda olusan histolojik degisikliklere bakilmis, FA’nin
olusturdugu lezyonlarin maruziyet siiresince 6nemli derecede arttigi bildirilmistir.

Liteplo ve Meek (2003) FA’nin iist ve alt solunum yolu dokularinda tahrise neden
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olmanin yani sira timor olusturma potansiyelininde yiiksek oldugunu ifade
etmektedirler. Bu olumsuz sonuglara havadaki yiikksek FA konsantrasyonunun neden
oldugu bildirilmistir. Krzyzanowski ve ark.’na gore (1990), FA, akciger fonksiyon
bozukluguna ve kronik akciger hastaliklarina yol agmaktadir. Kronik astim ve bronsit
teshisi konulan, oksiiriik, balgam, hiriltili solunum gibi solunum sistemi belirtilerine
sahip vakalar: degerlendirmislerdir. FA diizeyi 60-120 ppm olan evlerde bu belirtilerin
daha sik goriildiigiinii ve ¢ocuklarin yetiskinlere gore daha fazla etkilendigini

acgiklamislardir.

2.1.3.2. Sindirim Sistemi Uzerine Toksik EtKisi

FA, gidalarin dezenfeksiyonunda ve ambalajinda yaygin olarak kullanildigi
icin kolaylikla sindirim yoluyla viicuda alinmaktadir. Viicuda alindiktan sonra mide
bagirsak sisteminde tahrise yol acarak gastrit ve zehirlenmelere sebep olabilmektedir.
Kisa siirede sindirim kanalindan emilip zehirlenme belirtilerini gostermektedir. Bu
belirtiler bulanti, kusma, karin agrisi, diyare gibi belirtiler olmakla birlikte mide iilseri,
sindirim kanalinda tahris ve kanama gibi daha tehlikeli tablolara da yol agmaktadir
(Bartone ve ark. 1968). Gastrointestinal sistemde absorbsiyonu 30 dakika iginde
gerceklesen FA’nin toksik minimal letal dozu % 40’lik soliisyonda 30 mL, fatal oral
dozunun ise 30-240 mL oldugu, semptomlarin ise 40 dakika ile 72 saatlik latent
periyottan sonra ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (Sarthan 2013). Eger yiiksek dozlarda
ve uzun siire maruziyet s6z konusu olursa, metabolik asidozla birlikte bobrek
yetmezligine neden oldugu, maruziyet ortadan kaldirilmaz ve tedavi edilmezse 6liimle
sonuclanabilecegi bildirilmektedir (Restani ve Galli 1991). FA, suya benzedigi i¢in
yanliglikla igilerek, ila¢ uygulama hatasi olarak enjeksiyon yoluyla ve intihar amagli
da viicuda alinabilmektedir. Yutulduktan ya da enjekte edildikten kisa bir siire sonra
hizla metabolize olan FA’nin, metabolik asidoz, kardiyak depresyon ve akut hemoliz
gibi ciddi tablolara sebep oldugu bildirilmistir (Dandriyal ve ark. 2014). Ayrica FA,
tip alaninda cerrahi islemlerde ve dis hekimliginde dezenfektan 6zelliginden dolay1
yaygin kullanilan bir maddedir. FA’nin, lokal anestetik gibi berrak olmasi sebebiyle
ilag yerine yanliglikla hastaya enjekte edildigine dair olgu sunumlari mevcuttur.

Malpraktis sonucu uygulanan FA’nin, gastrointestinal sistem mukozasinda toksik etki
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yaparak ciddi hayati tehdit olusturdugu belirtilmektedir (Swami ve ark. 2015). Til ve
ark. (1989) yaptiklari ¢aligmada siganlarin iki y1l boyunca ad libitum olarak igtikleri
suya FA ekleyerek gastrointestinal sistemde gelisen degisiklikleri gézlemlemislerdir.
Sicanlarin mide mukozalarinda kalinlasma, gastrit ve mide iilseri gelistigini tespit

etmislerdir.

Sindirim sisteminin fonksiyonlarni siirdirmede onemli bir yardimci organ
olan karacigerde, FA’nin toksik etkisi sonucu hepatotoksisite olustugu kanitlanmustir.
FA birikmesinin karacigerde hepatik glutatyonun tiikenmesine ve MDA seviyesinde
artiga yol agtigi daha sonra ise hepatik hiicre hasarina neden oldugu ifade edilmektedir
(Aksit ve ark. 2015). Strubelt ve ark. (1989), FA’ya maruz kalmis karaciger dokusunda
MDA salinimda artig, oksijen tiikketiminde ise azalis oldugunu bildirmektedirler.
Ayrica karacigerin mikroskopik incelenmesinde mitokondri membran riiptiirii, krista
kayb1 ve dejenere hepatoseliiler hasar olustugunu gézlemlemislerdir. Cuglan (2012),
gebelikte FA’ya maruz kalmanin intrauterin hayatta fetiis iizerinde olusturdugu
morfolojik degisiklikleri ve karaciger gelisimi tizerindeki olasi zararli etkilerini
incelemistir. FA’nin fetiisiin karaciger agirliginda azalmaya yol actigini saptamaistir.
Ayni1 zamanda FA’nin, GSH diizeyini azaltip, MDA diizeyini arttirarak, gebelikte
oksidatif stres olusturdugunu ve anne karnindaki canlida ciddi hasarlarin gelismesine

neden oldugunu ortaya koymustur.

2.1.3.3. Sinir Sistemi Uzerine Toksik EtKisi

Viicutta diger sistemlerin koordinasyonu ve yonetiminde 6nemli bir yere sahip
olan sinir sistemi de FA’nin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir. Mesleki anlamda
FA’ya maruz kalan kisilerde solunum sistemi tahrisinden sonra en ¢ok etkilenen sistem
sinir sistemidir (Malek ve ark. 2003). FA, diisiik konsantrasyonda uzun siireli veya
yiiksek konsantrasyonda kisa siireli maruziyet ile sinir sisteminde uyarilabilirlikte
artma, bag agrisi, denge bozuklugu, uykusuzluk, depresyon, duygu durum bozuklugu,
dgrenme yeteneginde azalma ve unutkanliga yol agmaktadir. Insanlarin bu kimyasal
maddeyle is sebebiyle uzun siireli karsi karsiya kalmasi norotoksisiteye ait belirtilerin

goriilmesine sebep olmaktadir. Bu durum FA’nin kullanildigi ortamlarda calisirken

12



dikkatli olunmasi gerektigini ortaya koymaktadir (Pitten ve ark. 2000). FA’ya maruz
kalan deneklerde, yorgunluk, uykusuzluk, bas agrisi, sinirlilik gibi belirtilerin yaninda
uzun siireli bellekte azalma ve merkezi sinir sistemi islevlerinde bozulmalar oldugu
bildirilmistir (Kilburn 1994). Beyinde FA birikmesi yasa bagli olarak bellek diisiisiine
neden olmaktadir. Gaz formunda olan FA maruziyetinin bellek kaybina ve bilissel
gerilemeye neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle asir1 iiretilen endojen FA nin, yasla
iliskili hafiza kaybinda kritik bir faktor oldugu belirtilmektedir (Tong ve ark. 2014).
Beyin dokusunda biriktiginde norodejeneratif etkiye yol acan FA’nin, beyinde
noronlar tarafindan metabolize edilmesiyle glikoz tiiketiminin, laktat iretiminin arttigi
ve glutatyonun ise azaldigi bu etkilerin sonucu olarak da ciddi hasarlar gelistirdigi
ifade edilmektedir (Tulpule ve ark. 2013, Zendehdel ve ark. 2016). Mei ve ark.’na gore
(2015), yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda FA, yaslanmaya bagli olarak hafiza
davramslarini etkilemektedir. Ip. enjeksiyonla saglikli eriskin siganlara belirli doz
uygulanan FA’nin beynin bazi1 bolgelerinde birikerek hafizada ciddi derecede gerileme
yaptig1 bildirilmistir. Mohammadi (2014), fareler iizerinde yaptigi ¢alismada FA
maruziyetinin néron aktivitesinde artmaya, noron sayisinda azalmaya yol agtigini
belirlemistir. Tong ve ark.’na gore (2009) ise, alzheimer ve demans gibi kognitif
bozuklugu olan hastalarda endojen FA seviyesi belirgin sekilde artmaktadir. Deneysel
olarak farelerde hafiza kayb1 olusturduktan sonra ortaya ¢ikan biligsel bozukluklarin
endojen FA seviyesiyle iligkili oldugunu ve idrar FA diizeyinin arttigini saptamiglardir.
Boylelikle yaptiklart ¢alismayla, demans gibi hastaliklarin teshisi igin idrarda FA
diizeyinin belirlenmesinin, invazif olmayan bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini

ortaya koymuslardir.

2.1.3.4. Urogenital Sistem Uzerine Toksik Etkisi

Klinik ve deneysel olarak toksikolojik agidan incelenen FA’nin, {iriner sistem
iizerinde oldukga toksik etkileri mevcuttur. Insanlarin ¢alisma alaninda uzun siire
FA’ya maruz kalmasinin bobrek kanserine yol agtig1 bildirilmistir (Inci ve ark. 2013).
FA’nin olusturdugu oksidatif stresin dejeneratif etkileri bobreklerde, glomerulus

parietal epitel hiicrelerde, tubuller membranda, henle dongiisiinde hiicre biitiinliigiinde
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bozulma seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak FA’nin bobrek enflamasyonu
ve bobrek dokusu antioksidan enzimlerinde aktivite azalmasina yol agtigi
belirtilmektedir (Ramos ve ark. 2015). Cesitli sekillerde viicuda alinan FA, viicuttan
atilirken bobrekleri olumsuz etkilemektedir. FA toksikasyonu ile bobrek dokusu MDA
seviyesinin arttigi, SOD, GSH-Px, CAT, Total Sialik Asit (TSA) ve miyeloperoksidaz
(MPO) aktivitelerinin azaldig ileri siiriilmiistiir (Bakar ve ark. 2014). FA’ya en sik
maruz kalan toplulugu sadece ¢alisma ortaminda maruz kalan kisiler olusturmamakla
birlikte; yashlar, dogum yapan kadnlar, kii¢iikk ¢ocuklar da bu popiilasyonda yer
almaktadir. Dogum oncesi ve dogum sonrasi donemde FA icerikli kimyasallara maruz
kalinmasi FA toksisitesinin olusmasina yol agarak hem anneyi hem de bebegi olumsuz
etkilemektedir. FA’ya maruz kalan kadinlarda dogurganlikta azalma, abortus, kiirtaj,
diisik dogum agirhigina sahip bebek dogurma, erken dogum, O6lii dogum ile
yenidoganda hasarli noron artis1 ve yapisal malformasyonlar olustugu bidirilmistir
(Duong ve ark. 2011). FA’nin yogun kullanildigi ortamlarda calisan kisilerin tireme
hiicrelerinde 6nemli morfolojik degisiklikler olmaktadir. Her iki cinste infertilitede rol
oynayan FA, kadinlarda anormal menstriiel dongiiler, dismenore, hipermenore gibi
menstriiel bozukluklara yol agmakta, gebe kadinlarda ise, embriyonal
malformasyonlar olusturmaktadir (Zhou ve ark. 2011, Xu ve ark. 2017). Yapilan
deneysel caligmalarda FA’nin, erkek siganlarda sperm sayisinda ve miktarinda
azalmaya, sperm morfolojisinde degisiklige, testiste kanamaya, biyokimyasal testlerde
testosteron seviyesinde diismeye sebep oldugu ifade edilmistir (Sarsilmaz ve ark.
1999, Ozen ve ark. 2005). Yine baska bir calismada da FA uygulamasinin, erkek
farelerde testis agirliginda ve sperm kalitesinde Onemli Olgiide azalma yaptigi
belirtilmektedir (Askaripour ve ark. 2017). Zang ve ark.’na gore (2017), FA’ya maruz
kalanlarda cinsel davranig degisikligi ve lireme organ agirlhiginda azalma olmaktadir.
Ayrica maruz kalinan FA dozuna bagl olarak sperm kalitesinde ve serum testosteron
seviyesinde azalma oldugunu gozlemlemislerdir. Monfared ve ark. (2012), FA’nin
tireme ve gelisimsel faktorler lizerinde de olumsuz etkileri oldugunu, gebe farelerde
plasentanin yapisinda histopatolojik degisimlerin meydana geldigini, trofoblastik
bazal membranlarin kalinliginin belirgin sekilde arttigini ve plasenta fonksiyonlarinda
bozulmalarin oldugunu tespit etmislerdir. Kus ve ark. (2008), erkek si¢anlarda FA

toksisitesinin testisler tizerindeki etkilerini incelemislerdir. FA uygulanan grubun
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biyokimyasal degerlerinde, testis SOD ve GSH-Px enzim aktivasyonlarinin azaldigini,

MDA diizeylerinin ise yiikseldigini belirlemiglerdir.

2.1.3.5. Genotoksik ve Karsinojenik Etkileri

Insan ve deney hayvanlarinda hematotoksik etkiler sonucu kan hiicrelerinde
DNA ve kromozomal hasar meydana gelmektedir. Kanserojen olarak bilinen FA’ya
maruziyet uzun siire devam ederse, hematopoetik kok hiicreler {izerinde genotoksik
etki gosterebildigi belirtilmektedir. Ayn1 zamanda burun mukozasindaki miyeloid
alanlarda hematotoksikolojik bulgular oldugu ifade edilmektedir. FA’ya maruz
kalanlarin burun mukozasi incelendiginde ise hiicrelerde kanserlesmenin basladigi
bildirilmektedir (Goldstein 2010). Ayrica FA’ya mesleki olarak maruz kalanlarda
nazofarenks kanseri ve lenfomapoetik malignite gelisebildigi bildirilmektedir. FA’nin
kan dolasimiyla kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelere zarar vererek 16semiye yol
actig1 ifade edilmektedir (Zhang ve ark. 2009). FA’ya bagli ortaya ¢ikan kanserlerin
mortalite orani, maruz kalma diizeyi ve siiresine gore degisiklik gostermektedir.
Yapilan deneysel bir ¢alismada myeloid 16semiden 6liimlerin oldugu, nazofarengeal
kanserden spesifik olarak 6lim olmadigi belirtilmektedir (Coggon ve ark. 2014).
FA’ya maruz kalan iscilerle yapilan bir caligmada, kanser goriilme sikliginda ciddi bir
artis oldugu ve mesleki maruziyette en sik goriilen kanser ¢esidinin de
nazofaringeal kanser oldugu agiklanmaktadir (Marsh ve ark. 2007). Antigenotoksik,
antimutagenik ve hiicre antioksidani olarak bilinen, yagda eriyen vitaminlerden A ve
E vitaminlerinin, FA’nin olusturdugu toksik ve genotoksik etkileri 6nemli diizeyde
azalttig1 belirtilmektedir (Ladeira ve ark. 2015). FA’nin, hiicrelerde sitotoksik etki
gosterdigi kadar potansiyel kanserojen oldugu da iyi bilinmektedir. FA’nin hiicre
Omriinii 6nemli Olglide azalttifi ve GSH seviyesinde belirgin bir diisme yaptigi
bildirilmistir (Saito ve ark. 2005). Wei ve ark. (2016), FA'nin olumsuz etkilerini in vivo
olarak incelemis olup, apoptozise ve beyin reseptorlerinin diizensizligine yol agarak
kok hiicrelerde birgok kimyasala gore daha giiclii etki gosterdigini belirlemislerdir.
Pinkerton ve ark. (2003), ii¢ aydan fazla FA’ya maruz kalan tekstil is¢ilerinde 6liim

oranlarin1 saptamiglardir. FA maruziyeti sonucu I6semi mortalitesinde 6nemli bir

15



artisin oldugunu ortaya koymuslardir. Kerns ve ark.’na gore (1983), 5.6 ppm ve 14.3
ppm dozundaki FA gazma inhaler olarak uzun siire maruz birakilan farelerde; rinit,
epitel displazi ve skuam6z metaplazi meydana geldigini, daha uzun siireli maruziyet
sonrasinda ise farelerin burun bosluklarinda skuamoz hiicreli karsinomlar ve polipoid
adenomlarda artiglarin oldugunu belirlemislerdir. Pontel ve ark.’nin (2015), yaptigi
calismada ise deney hayvanlarinda endojen olarak olusturulan FA’nin, bobreklerde
birikimi sonucu nefron hasar1 olusturdugunu ve DNA hasarina yol agarak
kanserlesmeye sebep oldugunu saptamiglardir. Lu ve ark.’na gore (2010), FA, DNA
ve RNA biyomolekiilleriyle dogrudan reaksiyona girerek adduktlar olusturmaktadir.
Teng ve ark. (2001), si¢anlardan izole edilen hepatositlerde FA karsinojenitesini
incelemisglerdir. FA dozuna bagl olarak hepatositlerin mitokondri membraninda
belirgin hasar ve mitokondriyal solunumda inhibisyon meydana geldigi, ayn1 zamanda
FA toksisitesinin kanserojen adduktlar olusturarak DNA ve proteinlerde hasara yol
actigini tespit etmislerdir. Ye ve ark.’nin (2013) yaptiklart deneysel g¢alismada,
solunum yoluyla farelere uyguladiklart FA’nin DNA ve proteinlerde ¢apraz baglanma
olusturdugunu belirlemiglerdir. Rizzi ve ark.’nin (2016) yaptigi calismada ise,
tekstilde kullanilan FA’nin giysiler yoluyla derinin keratinosit hiicrelerini ve 6zellikle
de ter bezi hiicrelerini etkileyerek malign melanoma neden oldugunu ve olusan malign

tiimdr hiicre sayisini arttirdigini kanitlamislardir.

2.1.4. FA ve Oksidatif stres

Oksidatif stresin organizmanin tiim sistemleri iizerine olumsuz etkileri bilinen
bir gercektir. Ateroskleroz, diabetes mellitus, kronik bobrek yetmezligi, romatoid
artrit, norodejeneratif hastaliklar gibi kalici hasar olusturan bircok saglik problemi
oksidatif stresile iliskilidir. Bu hastaliklarin patogenezi agisindan oksidatif
stres parametrelerinin  aragtirllmast  6nemlidir.  Oksidatif hasarlarin  siirekli
izlenmesi ve antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi ~ olusabilecek  saglik
sorunlarinin Oniine gegmektedir (Abuja ve Albertini 2001). Serbest radikallerin
olusturdugu olumsuz etkilere karsi organizmanin korunmasi i¢in antioksidan savunma

sistemleri mevcuttur (Celik ve ark. 2007). Bu antioksidan savunma sistemleri, endojen
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ve eksojen olarak iki gruba ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlar viicutta dogal olarak
bulunan savunma sistemleridir. Bu savunma sistemeleri de kendi igerisinde enzimatik
ve nonenzimatik antioksidanlar olarak smiflandirilir. Enzimatik olanlar SOD, CAT,
GSH-Px, sitokrom oksidaz, glutatyon S transferaz (GST), ksantin oksidaz ve glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz’dir. Nonenzimatik endojen kaynakli antioksidanlar, GSH,
seruloplazmin, transferrin, alblimin, selenyum, iirik asit, a-lipoik asit, melatonin ve
koenzim Q10 gibi molekiilleridir. Flavonoidler, fenolik asitler, A, C ve E vitaminleri
ise eksojen olarak disaridan alinabilen antioksidanlardir. SOD, CAT, GSH-Px, GSH
enzimleri, sliperoksit anyonu, hidroksil radikali, alkoksil radikalleri gibi organizmada
en ¢ok dretilen ROT’larin olumsuz etkilerini ortadan kaldirirlar. Bu serbest
radikallerin liretimi istenmeyen seviyelere ulastigi zamanlarda endojen antioksidanlar
yetersiz kalabilmekte viicut eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duymaktadir (Diindar ve
Alan 2000, Karabulut ve Gilay 2016, Kogyigit ve Selek 2016). Boylelikle
oksidan/antioksidan dengesi endojen ve ekzojen yollarla saglanmis olur. Eksojen
antioksidanlar  disaridan  yeterince alimamadiginda organizmada bulunan
antioksidanlar ¢esitli sebeplerle oksidanlarin olumsuz etkisine karsi savunmasiz
kalmakta ve oksidatif hasarlarin olusmasi kaginilmaz olmaktadir (Siti ve ark. 2015).
ROT’un hiicre i¢i diizeyindeki artis1, hiicrelerde zar fonksiyon bozuklugu, DNA hasar1
ve protein inaktivasyonu yaparak oksidatif hasar olusmasina yol agar. Kronik hale
gelen oksidatif stres, kanser, renal toksikasyon, hepatik hasar, artrit, nérodejeneratif
hastaliklar gibi ¢ok sayida patolojik durumun meydana gelmesine yol agmaktadir
(Hayes ve Lellan 1999). Oksidatif hasara yol agan, reaksiyonlari olduk¢a hizli olan bu
oksidan maddeler, 6zellikle metabolik iiriinleri depolayan ve viicuttan atan sistemlerde
daha ¢ok olumsuz etkilere yol agmaktadir (Lichtenberg ve Pinchuk 2015). Oksidatif
stres  belirteglerinin  anlasilmasi ROT’un dogru bir sekilde Olgiilmesiyle
iliskilidir. Klinik ortamlarda oksidatif stres biyolojik belirte¢ Olclimleri i¢in yeni
metodolojiler gelistirilmektedir (Edwin ve ark. 2013). Reaktif ve kisa dmiirlii olmalar1
nedeniyle ROT ve diger serbest radikalleri tespit etmek oldukca zordur. Organizmada
ortaya cikan oksidatif hasar, genel olarak amino asitler, niikleik asitler ve lipid
peroksidasyon iiriinlerinin 6l¢iilmesiyle analiz edilmektedir (Kohen ve Nyska 2002).
FA maruziyetinde olusan oksidatif stres durumunda karacigerde lipid

peroksidasyonunun arttig1, doku ve hiicrelerdeki oksidatif hasar seviye gostergeleri
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olan Total Antioksidan Kapasite (TAK) seviyesinin ise dnemli dl¢iide azaldig: ifade
edilmistir (Cift¢i ve ark. 2015). Siganlardan izole edilen hepatositler iizerinde yapilan
bir calismada, FA maruziyetinin ROT olusumunu arttirdigi, karacigerde GSH
seviyesini azalttigi, lipit peroksidasyonuna ve hiicre oliimiine yol agtig1 bildirilmistir
(Teng ve ark. 2001). Endiistride yaygin olarak kullanilan ¢evresel bir kirletici olan FA,
maruz kalanlarda solunum mukozasinda tahrise ve hava yollarinda iltihaplanmaya
neden olur. Bu durumun oksidatif stres ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Lima ve ark.
2015). Sarsilmaz ve ark. (2000), sicanlara inhalasyon yoluyla FA uygulayarak
karaciger dokusunda SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzim aktivitelerini
incelemisler ve FA uygulanan gruplarda bu antioksidan sistemlerin aktivitelerinde
anlamli azalmalar gozlemislerdir. Aydin ve ark. (2014), FA maruziyeti sonucu sigan
akciger ve karaciger dokularinda doza bagimli olarak TAK seviyelerinde azalmalar

oldugunu bunun sonucu olarakta oksidatif stresin meydana geldigini belirtmektedirler.

2.2. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

2.2.1. CAPE’nin Ozellikleri

Gliglii bir antioksidan olarak bilinen CAPE, bal aris1 iirlinii olan propolisin
biyoaktif bilesenidir. Bal arilarinin ¢esitli bitkilerden topladigi, re¢inemsi kivami olan
propolise antioksidan 6zelligini kazandiran CAPE’nin, tedavi amaciyla ¢esitli saglik
sorunlarinda kullanimi1 yaygindir. Diinya genelinde geleneksel olarak kullanilan

CAPE’ye tip diinyasinda da ilgi artarak devam etmektedir (Murtaza ve ark. 2014).

CAPE’nin, oksidatif stres ilizerine koruyucu ve diizeltici etkisinin varligi
bilinmektedir. CAPE’nin bu etkisini ROT’a kars1 hiicresel koruma yaparak sagladigi
ifade edilmektedir (Carreno ve ark. 2017). CAPE’nin antimikrobiyal, antioksidan,
noroprotektif, antitiimoral, antiproliferatif, antienflamatuar etkilerinin yaninda
hepatoprotektif etkisi de on plana c¢ikmaktadir. Karaciger hasarinda CAPE’nin
hepatositleri korumada ve oksidatif stresi azaltmada etkili olabilecegi belirtilmektedir
(Chen ve Gong 2011). CAPE’nin radyasyonun neden oldugu radyoaktif zarar1 azalttigi

bu etkisini plazma membranmi koruyarak, glutatyon oranlarini ve antioksidan
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enzimlerin sentezlenmesini arttirarak yaptigi ileri siiriilmektedir. Ayni zamanda
CAPE’nin bagka antioksidanlarla kullanildiginda sinerjik etkiler gosterebildigi ifade
edilmektedir. CAPE’nin antioksidan etkisinin ROT siipiiriicii aktivite ve lipid
peroksidasyonunu onlemesi ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Bai ve ark. 2013).
Baska bir ¢aligmada da CAPE’nin radyasyona bagli hepatotoksisiteye karst koruma
sagladig1 bu etkisini giiglii bir antienflamatuar ajan olarak ve serbest radikalleri ortadan
kaldirarak gerceklestirdigi bildirilmistir (Chu ve ark. 2015). Deneysel olarak diyabet
olusturulan bir ¢alismada ise CAPE tedavisi sonrasinda ylikselen glikoz seviyelerinde
azalma, insiilin seviyelerinde artma, ALT ve kolesterol seviyelerinde de azalmalar
oldugu ifade edilmistir. Karacigerin histopatolojik degerlendirmesinde, CAPE
tedavisinin hepatositlerde nekrozu azalttigi, bag dokusunu portal bolgede arttirdig
rapor etmislerdir. CAPE’nin, diyabette antidiyabetik ajan olarak dnemli bir potansiyel
oldugu ve diyabetin karaciger iizerindeki zararli etkilerini azaltma kabiliyetinin
oldugunu agiklamiglardir (Celik ve ark. 2009). Tashidere ve ark. (2016) da,
streptozotosin ile olusturulan diyabet sonras1 karaciger hasarinda oksidatif stres
bulgularin1 ve CAPE’nin olast koruyucu etkilerini gozlemiglerdir. Diyabetik
karacigerde oksidatif stresin dnlenmesinde CAPE’nin koruyucu etkisinin oldugunu

ifade etmislerdir.

Yilmaz ve ark.’na gore (2016), CAPE’nin hepatotoksisite iizerine koruyucu
etkileri vardir. Siganlar iizerinde yaptiklar: deneysel ¢alismada toksikasyonla azalan
PON-1, TAK diizeylerinde CAPE tedavisiyle artma, artan ALT, AST, TOS ve OSI
diizeylerinde ise azalma oldugunu agiklamiglardir. Bezerra ve ark. (2012), yiiksek
yagh diyet uygulayarak obezite olusturduklari farelerde CAPE’nin Karacigerdeki
insiilin aktivitesini ve enflamatuvar etkisini arastirmistir. CAPE tedavisinin glikoz
duyarliliginda iyilesme, obezite ve insiilin direncindeki molekiiler degisiklikleri
azaltmada onemli etkileri oldugunu ortaya koymuslardir. Dokuyucu ve ark.’nin
(2016), siganlar tizerinde yaptiklar1 deneysel ¢aligmada olusturulan hepatotoksisitede,
CAPE’nin oksidatif stres ve apoptozisi énemli Slglide azalttigini belirlemislerdir.
Yapilan bagka bir calismada Yang ve ark. (2017), si¢anlarda karbon tetrakloriir ile
oOlusturduklart karaciger fibrozisinde CAPE’nin fibrozu baskilamasi ile karaciger
fibrozunda antifibrojenik bir rol oynadigini belirlemislerdir. Alp ve ark. (2016) ise,

yaptiklart ¢calismada CAPE’nin karaciger ve pankreas hasar iizerindeki koruyucu
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etkilerini aragtirmiglardir. 48 adet sigan tzerinde gergeklestirdikleri deneylerinde
olusturduklar1 toksikasyonla CAPE’nin oksidatif stres ile karaciger ve pankreatik

hasarlar1 azaltma 6nemli etlileri oldugunu gézlemlemislerdir.

Bosaltim sisteminde atiklari viicuttan uzaklastirmada hayati gorevleri olan
bobregin islevlerini yerine getirirken doku hasarina ugramamasi 6nemlidir. Travma,
yaslanma, radyasyon, uzun siireli ila¢ kullanimi gibi durumlar zamanla bobrek
yetmezligine neden olmaktadir. Bobrek yetmezliginde CAPE’nin koruyucu etkisinin
mevcut oldugu bu nefroprotektif etkisini, bobreklerde ROT un birikimini engelleyerek
ve antioksidan enzim aktivitelerini destekleyerek sagladig: belirtilmektedir (Akyol ve
ark. 2014). Bobreklerde herhangi bir nedenle iskemi olusmasi oksidatif strese yol
acarak ciddi hasarlara neden olur. Bobreklerde gelisen bu hasarin dnlenmesi bobrek
fonksiyonlart agisindan 6nemli olup, CAPE’nin bu hasart onlemede etkili bir
antioksidan oldugu bildirilmistir (Trumbeckaite ve ark. 2017). Yagmurca ve ark.
(2004), antibiyotiklerin akilct kullanilmamasinin yan etki olarak nefrotoksisiteye yol
actigini, CAPE’nin ise antibiyotik kaynakli bu nefrotoksisiteye kars1 koruyucu
etkilerinin oldugunu ifade etmektedirler. Bu ¢aligmada antibiyotik grubunun bobrek
dokusunda diger gruplara kiyasla CAT ve GSH-Px aktivitelerinde azalma oldugunu,
MPO, Nitrik Oksit (NO), MDA degerlerinde artma oldugunu tespit etmislerdir. CAPE
grubunda ise GSH-Px aktivitesinin yiiksek, MDA diizeyinin ise diger gruplara goére
daha disik ¢iktigini belirtmislerdir. Bozkurt ve ark. (2012) da, uzun siire ilag
kullananlarda bobrek fonksiyonlarindaki bozulmalara karsi CAPE’nin antioksidan
ozelligini incelemislerdir. CAPE’nin bobregi toksisiteye karsi korudugunu ve bobrek
dokusunda oksidatif stresi azalttigin1 ortaya koymuslardir. Kobroob ve ark.’na gore
(2012), CAPE bobrek mitokondrisini toksisitesiye karsi korumaktadir. Yaptiklari
calismada siganlardan izole edilen bobrek hiicre mitokondrisinde toksikasyon
olusturup, mitokondrial fonksiyonu ve oksidatif stres durumunu degerlendirmislerdir.
Bobrek dokusunda gelisen hasart MDA seviyelerinde artma, antioksidan enzim

aktivitelerinde ise azalma ile agiklamislardir.

CAPE’nin ndronlar biiyilik oranda koruyarak noroprotektif etki olusturdugunu
da sdylemek miimkiindiir. CAPE, norotoksisiteye yol agan ROT iiretimini inhibe

ederek ve noronlarda serbest radikal kaynakli ndrotoksisiteyi bloke ederek noéron
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Oliimiinii engellemektedir. CAPE’nin hem antioksidatif hem de noroprotektif etkileri
sayesinde parkinson hastalig1 gibi bircok noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
faydali olabilecegi belirtilmektedir (Ma ve ark. 2006). Norodejeneratif hastaliklardan
biri olan ve demans belirtilerinin hizla ilerlemesiyle bilinen alzheimer hastaliginin
oksidatif stres ile giiglii bir iligskisi vardir. Beyinde artan ROT birikimi
norodejenerasyon, noroenflamasyon ve hafiza bozukluguna yol agmaktadir. Yapilan
bir caligmada farelere 10 mg/kg ip. uygulanan CAPE’nin noéronal apoptozu ve
noroenflamasyonu azaltarak 6grenme ve hafizayr iyi yonde etkiledigini tespit
etmiglerdir. Bu etkilerinden dolay1 CAPE’nin alzheimer gibi ilerleyici nérodejeneratif
hastaliklarda noroprotektif bir ajan olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Morroni
ve ark. 2018). Bagka bir ¢calismada da, yenidoganlarda morbidite ve mortalitesi yiiksek
olan neonatal hipoksik iskemiye bagli olusan hasarlarda CAPE’nin enflamasyonu
bloke ederek, hipokampiis ve talamus hasarini 6nemli 6lgiide 6nledigi belirtilmistir.
Ozellikle yenidoganlarda beyin hasarini 6nlemede ve olusan hasarin olumsuz etkilerini
azaltmada etkili bir tedavi olabilecegi one siiriilmiistiir (Wei ve ark. 2004). CAPE’nin
antioksidan o6zelligi sayesinde serebral iskemi hasarina karsi noroprotektif etkisinin
mevcut oldugu, bu etkisini serebral enfarktiisii azaltip, beyinde artan NO diizeyini
azaltarak yaptig1 belirtilmektedir (Tsai ve ark. 2006). Yine benzer bir ¢alismada
CAPE’nin, serebral iskemi hasarina karsi koruyuculugu arastirilmis olup, CAPE
uygulamasinin, beyin dokusunda MDA diizeyini azalttig1 ve GSH seviyesini arttirdigi
ifade edilmistir (Altug ve ark. 2008). CAPE’nin beyin hiicrelerinde gergeklesen
apoptozis durumuna da dogrudan veya dolayli olarak etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Apoptozis durumunda kaspaz enzim aktivitesini azaltma ve ROT olusumunu
engelleme yeteneginin oldugu ileri siiriilmistiir (Amodio ve ark. 2003). Khan ve
ark.’na gore (2007), CAPE norovaskiiler hastaliklarda oksidatif stresi ve enflamasyonu
onlemede kuvvetli bir antioksidandir. CAPE’nin sekonder yaralanmalar1 hafiflettigi,
iskemik inmede reperfiizyonu saglayarak apoptotik hiicre 6liimiinii inhibe ettigini
saptamiglardir. Fontanilla ve ark.’nin (2011), fareler iizerinde yaptiklar1 calismada
dopaminerjik ndrodejenerasyon iizerine CAPE nin, indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
(INOS) ve kaspaz 1 ekspirasyonunu inhibe ederek noroprotektif etki olusturdugunu ve
norotoksisiteyi ortadan kaldirdigini tespit etmislerdir. Bak ve ark. (2016), yaptiklar

bir ¢aligmada ise, gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip CAPE nin, immiinohistokimyasal
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verilerde oksidatif hasar1 biiyiik oranda azaltarak noroprotektif etki gosterdigini
belirlemiglerdir. Wei ve ark. (2008), CAPE’nin dogrudan néronlart koruyucu etkiye

sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Miyokardiyal iskemi, apoptozis ve nekroz kardiyak hiicrelerde islev
bozukluguna neden olan 6nemli durumlardandir. CAPE’nin kardiyoprotektif etkisini
arastiran bir ¢alismada sican koroner arterine 30 dakika iskemi ve ardindan 2 saat
stireyle reperfiizyon islemi yapildigi, CAPE nin ise kisa siirede miyokardiyal iskemiyi
iyilestirdigini ve infarkt durumunu azalttigini belirtmektedirler. Ayrica endojen
miyokard antioksidanlart olan CAT, SOD seviyesinin ve GSH-Px aktivitesinin
azalmasi sonucu artmis oksidatif stres ile miyokard hasar meydana geldigi, CAPE’nin
MDA seviyesini azaltarak zar biitlinliigiinii korumaya yardimci oldugu ifade
edilmistir. CAPE’nin miyokard enzimlerinden kreatin kinaz (CK), LDH ve AST
enzim diizeylerinde azalis, CAT, SOD ve GSH-Px enzim diizeylerinde artis sagladig:
bu nedenle de CAPE’nin farmakolojik olarak kardiyak acidan yeni bir tedavi
yaklagimini temsil edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Du ve ark. 2015). Parlakpinar ve
ark.’na gore (2012), CAPE, ROT olusumunu engelleyerek ve kaspaz aktivitesini
inhibe ederek antiapoptotik etki gostermektedir. CAPE’nin hem biyokimyasal hem de
histolojik diizeyde apoptotik etkileri 6nledigi ve kardiyotoksisiteye karsi onemli
derecede koruma sagladigi belirtilmektedir. Okutan ve ark.’na gore (2005) ise,
CAPE’nin antioksidan etkisi ile kardiyak dokuyu diyabete karsi korumaktadir.
Biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip olan CAPE’nin diyabetik sigcanlarin kalp
dokusunda MDA seviyesini disiirerek, antioksidan enzimlerden SOD ve CAT

aktivitelerini yiikselterek oksidatif strese karsi korunma sagladigi ifade edilmektedir.

CAPE’nin solunum sistemi hastaliklarina karsi da koruyucu etkisi mevcuttur.
Yapilan bir caligmada asetilsalisilik asit ile olusan akciger hasarina karst CAPE’nin
koruyucu etkisi arastirilmis olup kan ornekleri ve akciger dokularinda asetilsalisilik
asitin azalttig1 PON-1 ve TAK diizeylerinin CAPE uygulamasi ile arttigi, TOS ve OSI
diizeylerinin ise Onemli derecede azaldigi bildirilmistir (Taylan ve ark. 2016).
CAPE’nin alveolar epitel hiicrelerini sigara dumanimin olusturdugu hasardan
korudugu, sigara igenlerde antioksidan kapasiteyi onemli Ol¢lide artirip, lipid

peroksidasyonunu 6nleyerek hasari ortadan kaldirdig: ifade edilmistir. Ayrica sigara
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dumaninin olusturdugu enflamasyonu da azaltti§i ve bronsiyal astim tedavisinde
adjuvan tedavi olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Barlas ve Erdogan 2015).
Jung ve ark. (2008), allerjen madde verilerek duyarli hale getirilen deney hayvanlari
tizerinde astim reaksiyonlarina karst CAPE’ nin inhibe edici etkisini arastirmiglardir.
Hayvanlarin, bronkoalveolar lavaj sivisinda eozinofil sayisinda artig, kan damarlarinda
degisiklik, solunum yollarinda enflamatuar hiicre sayisinda artis ve serumda
immiinglobulin E (IgE) varligin1 saptamislardir. Gézlenen bu durumlara yol agan
oksidatif stresin, bronsiyal astim patogenezinde 6nemli rol oynadigi, CAPE’nin de

oksidatif stresi inhibe ettigi bildirilmistir.

Propolisin agiz sagliginda énemli yeri oldugu ve halk arasinda bu amacla
yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Propolisin aktif bileseni olan CAPE’nin
bakterilerin sebep oldugu kronik gingival enflamasyonlarda da antienflamatuar etkisi
oldugu ifade edilmektedir (Li ve ark. 2016). Yaralanmalarda iyilestirici etkisinin
varlig1 kanitlanan CAPE’nin, omurilik yaralanmalar1 gibi ciddi durumlarda serum
proinflamatuvar sitokin diizeylerini bastirip, hemoraji ve nekrozu azaltarak iyilesmeye
katki sagladig: belirtilmektedir (Ak ve ark. 2015). Ayrica CAPE akut lezyonlar ve
ciddi yaniklarda yara iyilesmesini destekledigi ifade edilmektedir. Bas1 yaralarinin
ozellikle yataga bagimli hasta bireylerin saglik durumunu olumsuz etkiledigi
bilinmekte olup, CAPE uygulamasinin deri alti1 dokuda kollajen birikmesini ve
yeniden epitelizasyonu saglayarak acilan basi yaralarinin kapanmasini destekledigi
belirtilmektedir (Souza ve ark. 2018). Erarslan ve ark. (2010), CAPE’nin bagirsak
enfeksiyonlarindan biri olan kolit iizerine tedavi edici etkisi oldugunu tespit

etmislerdir.

CAPE’nin antitimoral aktivitesinin de oldugu karsinoma durumunda hiicre
cogalmasii doza ve zamana bagl bir sekilde inhibe ettigi bildirilmektedir. CAPE
takviyesinin timor biliylimesi, timor hacmi ve timor agirliginda 6nemli bir diisiise
neden oldugu bildirilmistir (Kuo ve ark. 2005). Ozellikle kadinlar arasinda yaygin olan
meme kanserinde tiimor biiylimesini durduran CAPE’nin, saglikli meme hiicrelerini
etkilemeyerek apoptozu indiikkleyip meme dokusunda kanserlesen hiicrelerin
biliylimesini inhibe ettigi ifade edilmistir. CAPE’nin bir diger onemli etkisi ise,

kemoterapide kullanilan ilaglarin yan etkilerini azalttig1 yoniindedir (Wu ve ark. 2011).
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Baska bir caligmada da kadinlardaki mortalitesi en yiiksek olan meme kanseri {izerine
CAPE’nin 6nemli antikanser etkilerini in vitro olarak arastirmiglardir. CAPE’nin
antikanser etkisini meme kanseri hiicrelerinin hareketliligini durdurarak onledigini
ortaya koymuslardir (Kabala ve ark. 2017). Duan ve ark.’na gore (2017), CAPE
antitimoral aktiviteleri ile timoral bliylimeyi ve yayilmay1 6nleyebilmektedir. Chung
ve ark. (2017), CAPE’nin oral kanser iizerine antitiimoral etkisini arastirmislardir.
CAPE’nin, hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve metastaz1 zayiflattigi bu nedenle oral

kanserde tedavi yaklagimi olarak kullanilabilecegini ileri siirmiiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(KAU-HADYEK) 2016/121 numarali karari ile yapildi. Calisma; Erzurum Veteriner
Kontrol Enstitiisti Miidiirligii Deney Hayvanlar1 Birimi’nden alinan toplam 40 adet, 3
aylik Wistar Albino cinsi (250 g £ 50 g), erkek siganlar lizerinde gergeklestirildi.
Deneysel uygulamalar, laboratuvar hayvanlarinin bakim sartlarina uygun olarak
(24+3°C*de 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik) ayarlandi. Deneysel uygulamalar
stiresince siganlarin beslenmesi standart ticari rat yemi (pellet yem) ve ¢esme suyu
kullanilarak ad libitum saglandi. Deney Oncesinde siganlarin 7 giin siireyle ortama
adaptasyonlari saglandi. Deneysel uygulamalar hergiin 11:00 — 13:00 saatleri arasinda

yapild.

Calismamizda sicanlar her grupta 10, her kafeste 5 hayvan olacak sekilde
toplam 40 hayvan asagida belirtildigi gibi 4 gruba ayrildi. Deney toplam 20 giin siirdii.
Deneysel uygulamalar siiresince hayvanlara verilecek madde dozlari litaretiirlerdeki
dozlar kullanilarak hesaplandi (Zhao ve ark. 2012, Bakar ve ark. 2015, Gerin ve ark.
2016).

Kontrol Grubu (K) (n = 10): Kontrol grubu si¢anlara oral yolla 10 mg/kg Dimetil
stilfoksit (DMSO) ve son 10 giin boyunca intraperitonel (ip.) olarak serum fizyolojik

verildi.

CAPE Grubu (CAPE) (n=10): DMSO’da ¢ozdiiriilen 10 mg/kg CAPE (Glentham,
Life Sciences London, ENGLAND) oral yolla ve son 10 giin boyunca ip. olarak serum

fizyolojik uygulandi.

FA Toksikasyon grubu (CH20) (n=10): Oral yolla 10 mg/kg DMSO ile son 10 giin
10 mg/kg dozundaki FA ip. olarak uygulandi.

FA Toksikasyon+CAPE grubu (CH20+CAPE) (n=10): Oral yolla DMSO’da
¢ozdiiriilen 10 mg/kg CAPE’nin yan1 sira, siganlara son 10 giin boyunca 10 mg/kg
dozundaki FA ip. yolla enjekte edildi.
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10 mg/kg dozunda FA ip. olarak son 10 giin boyunca uygulanarak toksikasyon
olusturuldu. CAPE uygulamasina toksikasyon uygulamasindan 10 giin 6nce baglanip
FA uygulamasinin yapildigi son 10 giin boyunca da devam edildi. Madde uygulanan
gruplarla K ve CH20 gruplar arasinda madde uygulamalarina bagh olusacak stres
standardizasyonunu saglamak amaciyla bu gruplara da 20 giin boyunca DMSO (CAPE
DMSO’da ¢ozdiiriildiigii i¢in), son 10 giin boyunca ip. serum fizyolojik uygulandi.

Tablo 1. Sican Yemi Bilesimi

SICAN YEMI BiLESIMi KULLANILAN MADDELER
Protein % 20

Yag % 2,7

Sfih'ﬂoz %5 Arpa, Bugday, Soya kiispesi, Findik
Kiil %71 kiispesi, Melas mayasi, Sentetik
Su %12 methionin, Aygicegi tohumu kiispesi,
Vitamin A 15.001.18mglkg Kepek, Siit tozu, Pamuk tohumu
Manganez 144,78mglkg kiispesi, Misir proteini, Rasmol, Balik
Demir 375,58mg/kg unu, Tuz, Tapiyoka, Sorgum, Kolza
Cinko 151,53mg/kg kiispesi, Sentetik lisin, Premiksler
Bakir 33,51mg/kg

Kobalt 0,41mg/kg

Selenyum 1,07mg/kg

fyot 2.00mg/kg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

1. Spektrofotometre (Spectra Max)
2. Hemojenizator (Wigen Hauser)
3. Hassas Terazi (Shimadzu)
4.Deiyonize su cihazi (Niive)

5.Sogutmali Santrifiij (Hettich)
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6.Derin dondurucu (Beko)
7.Buzdolabi (Profilo)
8.Analitik Terazi (Precisa)
9.Ph metre (Thermo Orion)
10.Etiiv (Niive)

11.Vorteks (Heidolph)
12.Dispenser (Brand)

13.Ayarlanabilir otomatik pipetler (Mikrolit, Brand, Eppendorf, Gilson) (1, 10, 20,
100, 1000 pL)

14.0Otoanalizor (AU680)

3.1.2. Kullamlan Diger Malzemeler

1.S1gan gavaji

2.Steril enjektor (5, 10 ml) (Hayat)

3.Steril instilin enjektorii (1 ml) (Hayat)

4. EDTA’l kan tiipii (Venoject)

5.Jelli tiip (Vacutainer)

6.Eppendorf tiip (2 ml) (Eppendorf)

7.0tomatik pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 pL) (Isolab)

8.Dispender uclar1 (0.1, 0.5, 1 ve 5 ml) (Eppendorf)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1.Caffeic Acid Phenetil Ester (CAPE) (Glentham)
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2.Formaldehit (FA) (Sigma)

3.Dimethyl sulfoxide (DMSOQ) (Merck)
4.Pentobarbital sodyum (Sigma)
5.Tris-hydroxymethil (Sigma)
6.Etilendiamin tetraasetik acit (EDTA)-Na2 (Sigma)
7.GSH Solution (Sigma)

8.Cumane hydroperoxide (Sigma)
9.Trichorsacetic acid (Sigma)
10.Dithiobis-2 nitrobenzoic acid (Sigma)
11.Thiobarbituric acid (Sigma)
12.1,1,3,3 Tetraethoxy propane (Sigma)

13.Serum fizyolojik (Izofleks)

3.2. Metot

3.2.1. Cahismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

3.2.1.1. Phosphate buffered saline (PBS) tamponu hazirlanmasi

8 g NaCl, 1,44 g Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOs), 0,24 g potasyum dihidrojen

fosfat (KH2PO4), toplam hacim distile su ile bir (1) litreye tamamlanarak iyice

¢ozdiiriildii ve pH’1 7,4’e ayarlandi.

3.2.1.2. Tiyobarbitiirik asit (TBA) soliisyonu hazirlanmasi

0,67 g TBA, % 10 perklorik asitle 80 ml’de eritildi ve ¢ozelti distile su ile 100 m1’ye

tamamlanarak seyreltildi. +4 °C'de muhafaza edildi.

3.2.1.3. Tris-buffer soliisyonu hazirlanmasi

4,86 g tris, 100 ml distile su ile seyreltildi ve pH’1 8,9’a ayarlandi.
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3.2.1.4. Tris HCL buffer soliisyonu hazirlanmasi

6.057 g tris hidroksimetil aminometan 0,372 g EDTA Naz ile yaklasik 3,90 ml HCL
ve 1000 ml distile su eklenerek hazirlandi ve pH’1 7,6’ya ayarlandi.
3.2.1.5.Ditiobis-nitroblue-tetrazolium (DTNB) soliisyonu hazirlanmasi

0.0198 g DTNB, 5 ml saf metanol ile seyreltildi.

3.2.1.6. Trichloric asit (TCA) soliisyonu hazirlanmasi

3 g TCA ¢ozeltisi distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.2.1.7. GSH soliisyonu hazirlanmasi

6 mg indirgenmis glutatyon, 6.057 g tris hidroksimetil aminometan 0,372 g EDTA Na
ile yaklagik 3,90 ml HCL ve 1000 ml distile su eklenerek hazirlandi. PH’1 7,6’ya

ayarlandi.

3.2.1.8. Cumene-hydroperoxide (CHPO) soliisyonu hazirlanmasi

5ml CHPO 6.057 g tris hidroksimetil aminometan 0,372 g EDTA Naile yaklasik 3,90
ml HCL ve 1000 ml distile su eklenerek hazirlandi ve pH’1 7,6’ya ayarlandi.

3.2.2. Kan Orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

20 giinliik deney siiresi sonunda tiim siganlar sodyum pentobarbital ile anestezi
altina alindi. Anestezi altindaki hayvanlardan intrakardiyak yolla antikoagulansiz
tiiplere kan alindi. Kan 6rnekleri serum ve hiicrelerin ayrilmasi i¢in 4000 rpm'de
4°C'de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra alinan serumlar

eppondorf tiiplere konularak biyokimyasal analiz igin -20°C'de saklandi.
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3.2.3. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Kan numuneleri alindiktan sonra karaciger ve bobrek doku ornekleri alindi.
Histopatolojik incelemeler i¢in karaciger ve bobrek dokularindan bir miktar %10’luk
formaldehit soliisyonuna alindi. Geri kalan dokular, polietilen posetlere sarilip
etiketlendi ve biyokimyasal analiz yapilincaya kadar -20°C'de derin dondurucuda
saklandi. Analizlerin hemen Oncesinde karaciger ve bobrek ornekleri 9 kat1 PBS
cozeltisi eklenerek (1/10 oraninda) homojenizatér yardimi ile homojenize edildi.
Homojenize edilen doku oOrneklerinden santrifiij yardimiyla ayrilan homojenatlar

polietilen tiiplere alindi.

3.3. Biyokimyasal analizler

3.3.1. Kan numunelerinin biyokimyasal analizi

Analiz igin ayrilan serumlarda ALT, AST, LDH, Ure ve Kreatinin analiz
seviyeleri otomatik analizor ile belirlendi (Model AU680, Beckman Coulter, ABD).

3.3.2. Doku numunelerinin biyokimyasal analizi

Karaciger ve bobrek homojenatlar1 4000 rpm’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij
edilerek siipernatanlar elde edildi. Elde edilen siipernatanlar eppondorf tiiplere alinda.
Karaciger ve bobrek dokularindaki oksidatif hasari belirlemek amaciyla Sedlak ve
Lindsay (1968) metoduna gore GSH, Matkovics ve ark’nin (1988) metoduna gore
GSH-Px ve Placer ve ark.’nin (1966) metoduna gére MDA diizeyleri belirlendi
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3.4. Histopatolojik Degerlendirme Yontemi

Alman karaciger ve bobrek dokusunun bir kismi 24 saat boyunca %10’luk
formalin ile tespit edilerek 4-5 p'lik kesitler alindi. Karaciger ve bobrek dokusu, 0,3
cm’lik kesitler halinde doku kasetlerine konuldu. Doku kasetleri, formol-alkol-ksilol-
parafin setinden gegirilerek bloklama yapildi. Parafin kesitler bes mikron kalinliginda
kesilerek, lam tizerine konuldu ve etiivde 60-70°C’de parafin eriyene kadar tutuldu.
Kesitler daha sonra, 6nceden hazirlanan ksilol igerisinden yavas bir sekilde gegirildi.
Bu islem sonrasi kesitler farkli yiizdelerdeki alkol soliisyonlarindan gegirildi. Kesitler
daha sonra distile su ile iyice yikanarak parafinden tamamen arindirildi. Karaciger ve
bobrek dokular eksize edilerek hazirlanan histopatolojik kesitler 151k mikroskobuyla

degerlendirildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Aragtirmada ulasilan biyokimyasal veriler “SPSS 18 paket programi”
kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasindaki farklilik parametrik testlerden olan Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi ile belirlendi. p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi (Tekin 2010).
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Gruplarin MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Karaciger dokusuna ait MDA diizeyleri Sekil 2’de verilmistir. CH2O grubunun
ortalama MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermektedir
(p<0.05). CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda MDA diizeylerinin anlamli
bir sekilde diistigii bulunmustur (p<0.01). CH20+CAPE grubu CH>O grubu ile
karsilastirildiginda karaciger MDA diizeylerinde oOnemli diizeyde azalma tespit
edilmistir (p<0.05). CAPE ve CH2O+CAPE gruplar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda karaciger MDA diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark
saptanmamustir (p>0.05).

Karaciger MDA (umol/g)

1,60
1,40 b
1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Ho
emi=l

K CAPE CH20 CH20+CAPE

Sekil 2. Gruplarin Karaciger dokusunda MDA diizeylerinin karsilastiriimasi

a-b p<0.05; a-c p<0.01; b-c p>0.05.
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Bobrek dokusuna ait MDA diizeyleri Sekil 3’de verilmistir. CH2O grubunun
ortalama bobrek MDA diizeylerinde kontrol ve CAPE gruplarina gore anlamli bir artis
saptanmigtir (p<0.001). CH20+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda
bobrek MDA diizeylerinin istatistiksel olarak azaldigi belirlenmistir (p<0.01). CAPE
ve CH2O+CAPE gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

onemli bir fark bulunmamaistir (p>0.05).

Bibrek MDA (umol/g)
2,00
a
1,50 b C
I
1,00
0,50
0,00
K CAPE CH20 CH20+CAPE

Sekil 3. Gruplarin Bobrek dokusunda MDA diizeylerinin karsilastirilmasi
a-b p<0.001; a-c p<0.01; b-c p>0.05.
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4.1.2. Gruplarin GSH Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Karaciger dokusuna ait GSH degerleri Sekil 4’de verilmistir. CH20 grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH degerlerinde anlamli bir azalis saptanmistir
(p<0.05). CAPE grubu CH>O grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir sekilde
yiikseldigi  bulunmustur (p<0.01). CH>O+CAPE grubu CH2O0 grubu ile
karsilastirildiginda GSH degerlerinin istatistiksel olarak arttig1 belirlenmistir (p<0.01).
CAPE grubu ile CH20+CAPE gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak énemli bir
fark bulunmamistir (p>0.05).

Karaciger GSH (umol/g)
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

[ e

K CAPE CH20 CH20+CAPE

Sekil 4. Gruplarin Karaciger dokusunda GSH diizeylerinin karsilastiriimasi
a-b p<0.05; a-c p<0.01; b-c p>0.05.
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Bobrek dokusuna ait GSH degerleri Sekil 5°de verilmistir. CH2O grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda GSH degerlerinde anlamli bir azalis tespit edilmistir
(p<0.01). CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi
bulunmustur (p<0.01). CH20+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda GSH
degerlerinin istatistiksel olarak yiikseldigi gozlemlenmistir (p<0.01). CAPE ve
CH20+CAPE gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak dnemli
bir fark bulunmamstir (p>0.05).

Bibrek GSH (umol/g)

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
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K CAPE CH20 CH20+CAPE

Sekil 5. Gruplarin Bobrek dokusunda GSH diizeylerinin karsilastirilmast

a-b; a-c; b-c p<0.01.
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4.1.3. Gruplarin GSH-Px Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Karaciger dokusuna ait GSH-Px aktivitesi Sekil 6’da verilmistir. CH20 grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger GSH-Px aktivitesindeki azalis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). CAPE grubu CH.O grubu ile
karsilastirildiginda GSH-Px’in anlaml1 bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0.05).
CAPE ve CH;O+CAPE gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli bir fark saptanmamustir (p>0.05). CH.O+CAPE grubu CH20 grubu ile
karsilastirildiginda GSH-Px aktivitesinde artis olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Karaciger GSH-Px (umol/g)

3,50

3,00 b

2,50

2,00 ab
1,50
1,00
0,50

0,00
K CAPE CH20 CH20+CAPE

Sekil 6. Gruplarin Karaciger dokusunda GSH-Px aktivitelerinin karsilagtiritlmasi

a-b p<0.05.
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Bobrek dokusuna ait GSH-Px aktivite degerleri Sekil 7°de verilmistir. Bobrek
GSH-Px aktiviteleri gruplarin kendi aralarinda karsilastirildiginda ise en diisiik aktivite
CH20 grubunda belirlenmekle birlikte, gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel

onemlilige rastlanilmamistir (p>0.05).
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Sekil 7. Gruplarin Bobrek dokusunda GSH-Px aktivitelerinin karsilagtirilmasi
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4.1.4. Gruplarin ALT, AST ve LDH Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Gruplarin ALT, AST ve LDH seviyelerindeki degisimler Sekil 8-9-10’da
gosterilmistir. Serum ALT seviyelerinin CH20O grubunda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir (p<0.001). CH.O grubu
CAPE grubu ile karsilastirildiginda ALT diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edildi (p<0.001). CH20+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak 6nemli azalislar belirlendi (p<0.001).
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Sekil 8. Gruplarin ALT diizeylerinin karsilastirilmasi

a-b p<0.001
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Serum AST seviyeleri CH20 grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlaml yiiksek ¢ikmigtir (p<0.001). CH2O grubu ile CAPE grubu karsilastirildiginda
AST diizeylerinin anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0.001). CH.O+CAPE
grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli azalis gostermistir
(p<0.01). Serum AST seviyeleri CH,O+CAPE grubunda da kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli yiiksek ¢ikmistir (p<0.05). CAPE grubu ile CH.O+CAPE
gruplari kiyaslandiginda ortalama AST diizeyleri agisindan istatistiksel olarak énemli

bir farklilik gézlemlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 9. Gruplarin AST diizeylerinin karsilastirilmast

a-b p<0.001; a-c p<0.05; ac-b p<0.001; b-c p<0.01.
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Serum LDH seviyeleri CH20 grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlaml1 yiiksek ¢ikmistir (p<0.05). CH20 grubu ile CAPE grubu karsilastirildiginda
LDH diizeylerinin anlamli bir sekilde yiikseldigi bulunmustur (p<0.001).
CH20O+CAPE grubu CH0O grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli
diistisler tespit edilmistir (p<0.001). CAPE grubu ile CH>O+CAPE gruplar
kiyaslandiginda ortalama LDH diizeyleri agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir

farklilik gézlemlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 10. Gruplarin LDH diizeylerinin karsilagtiriimasi

a-b p<0.001; a-c p>0.05; b-c p<0.05.
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4.1.5. Gruplarin Ure ve Kreatinin Diizeylerinin Karsilastirimasi

Gruplarin serum iire ve kreatinin degerleri Sekil 11 ve 12°de verilmistir. CH20
grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serum tire diizeylerinde anlamli derecede
artis saptanmistir (p<0.001). CH.O grubu CAPE grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak arttig1 belirlenmistir (p<0.001). CH2.O+CAPE grubu kontrol grubu
ile karsilastirildiginda iire diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir artig
gozlenmistir (p<0.01). CH2,O0+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilagtirildiginda tire

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir (p>0.05).
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Sekil 11. Gruplarin iire diizeylerinin karsilastirilmast

a-b p<0.001; a-c p<0.01; b-c p>0.05
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CH20 grubu kreatinin degeri diger gruplar ile kiyaslandiginda ise, en yiiksek
kreatinin diizeyine CH20 grubu, en diisiik kreatinin diizeyine ise kontrol grubunda
rastlanilmakla olup, ancak aralarinda herhangi bir istatistiksel Onemlilik

belirlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 12. Gruplarin kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi
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2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Analizi

Karaciger dokusuna ait 6rnekler incelendiginde Kontrol grubunda karaciger
dokusunun normal histolojik goriinimde oldugu saptanmistir. CH20 grubu karaciger
doku orneklerinde; kanama, portal alanlar ¢evresinde yaygin enflamasyon, yaygin
hiicresel hasar ve nekroz oldugu belirlenmistir. CH20O+CAPE grubunda portal
alanlardaki hasarin ve kanamanin azaldigi, periportal enflamasyonun CH2O grubuna
gore daha az oldugu tespit edilmistir. CAPE grubu hayvanlarin karaciger doku
numunelerinden sadece bir kisminda fokal olarak hiicresel hasar ve konjesyone
yapilara rastlanilirken, diger bir kisim doku numunelerinde ise herhangi bir lezyona

rastlanilmamistir (Resim 1).

Resim 1. Gruplarin Karaciger Dokularinin Histolojik Kesitleri

(A) Kontrol grubu, normal histopatoloji (a). (B) CAPE grubu, fokal hiicresel hasar (b) ve konjesyon (c).
(C) CH20 grubu, kanama (d), portal alanlar ¢evresinde yaygin enflamasyon (e), yaygin hiicresel hasar
ve nekroz (f). (D) CH.O+CAPE grubu, periportal enflamasyonda azalma (g), kanama ve hiicresel
hasarda azalma (h). H-EX10
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4.2.1. Bobrek Dokusunun Histopatolojik Analizi

Kontrol grubundaki hayvanlarda bobrek dokusunun histopatolojik analizi
normal formasyonda gozlenmistir. CAPE grubunda normal histopatolojinin yaninda
minimal kanama belirlenmistir. CH2O grubu bobrek dokularinda yaygin kanama,
hiyalinizasyon, tubuler dilatasyon ve interstisyel enflamasyon bulgular1 saptanmustur.
CH>O+CAPE grubunda ise normal histopatolojik bulgularla birlikte interstisyel
enflamasyonda azalma ve orta derecedeki renal tiibiiler dejenerasyon goriilmistiir.

Kontrol grubu disinda her grupta glomeruler degisiklikler tespit edilmistir (Resim 2).

Resim 2. Gruplarin Bébrek Dokularinin Histolojik Kesitleri

(A) Kontrol grubu bobrek dokusu bulgularinda normal bir histopatoloji (a). (B) CAPE grubunda
bobregin normal yapisi (a), minimal kanama (b). (C) CH,O grubunda, yaygin kanama (c),
hiyalinizasyon (d), interstisyel enflamasyon (e). (D) CH,O+CAPE grubunda normal histopatolojik
bulgu (a), interstisyel enflamasyonda azalma (e), orta derecedeki renal tiibiiler dejenerasyon (f).
H-EX10
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5. TARTISMA VE SONUC

Organizmayi toksik maddelerin olumsuz etkilerinden koruyan antioksidanlar
fizyolojik sartlarda olusan oksidanlarin olumsuz etkilerini azaltabilen maddelerdir. Bu
maddeler organizmalarda oksidanlarin agiga ¢ikmasiyla hiicre ve dokularda olusan
hasar1 6nleyerek viicudu koruyan savunma sistemleridir. Oksidanlar ve antioksidanlar
arasinda bir dengenin olmasi1 gerekir. Bu denge saglanamadiginda ortaya cikan
oksidatif stres durumunda olusan hasarlarin giderilmesinde endojen antioksidanlar
yetersiz kalmaktadir. Bu durum dogal antioksidanlarin disaridan alinmasini zorunlu
kilmaktadir (Valko ve ark. 2007, Yilmaz 2010). Propolisin aktif bileseni olan CAPE
antioksidan 6zelliginden dolay1 kullanim1 yayginlagsan dogal bir triindiir. CAPE’ nin
ayrica antienflamatuar, néroprotektif, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif etkisinin
oldugu kanitlanmistir (Tolba ve ark. 2013). Son yillarda arastirmacilarin siklikla
calismasina konu olan CAPE’nin antioksidan 0zelliginin yaninda organizmada
terapotik ozelliklere sahip oldugu ¢ogu calismayla ortaya konulmustur (Serarslan ve
ark. 2006, Goger ve ark. 2011, Tolba ve ark. 2016). Organizmay1 olumsuz etkileyerek
bircok sistemde toksik etkilere yol acan maddelerden birinin de FA oldugu
bilinmektedir. FA’nin viicuda alindiktan sonra hizla metabolize olup kisa siirede
oksidatif stres gelistirerek onemli organ ve dokularda hasara neden oldugu ifade
edilmektedir. FA’ya en sik solunum yoluyla maruz kalinmasi nedeniyle ilk olarak
solunum sistemine yonelik belirtiler goriilmektedir. Bunula birlikte sinir sistemi,
tireme sistemi ve deriyi de olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (Duong ve ark 2011,
Murta ve ark 2016, Lyapina ve ark 2012). Yapilan bu g¢alismada da siganlara
intraperitoneal yoldan uygulanan FA’nin olusturdugu nefrotoksisite ve hepatoksisiteye
bagl gelisen oksidatif stres iizerine gii¢lii bir antioksidan olan CAPE’nin koruyucu

etkileri arastirildi.

Oksidatif stres durumunda meydana gelen lipid peroksidasyonu, hiicre zarinin
normal yapisini bozarak akigkanligini ve gegirgenligini etkilemektedir (Karabulut ve
Giilay 2016). Hiicre zarinin bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonunun habercisi ve

dokularda oksidan hasar biyogostergesi olan MDA seviyelerinde artis meydana
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gelmektedir. Ayrica GSH ve GSH-Px gibi antioksidan enzim seviyelerindeki azalma
da, oksidatif stresin varligina ve hasarin arttigina isaret etmektedir (Parildar ve ark.
2003, Mercan 2004). Yapilan calismada da CH20 grubunda si¢anlarin karaciger ve
bobrek dokularinda MDA seviyelerinin 6nemli diizeyde arttigi, GSH seviyelerinin ise
onemli diizeylerde azaldigi tespit edildi. CH2O+CAPE grubunda ise karaciger ve
bobrek MDA seviyelerinin 6nemli diizeyde azaldigi, yine ayni dokularda GSH
seviyelerinin onemli diizeyde arttig1 belirlendi. Bu durum CAPE’nin antioksidan
ozelligi tasidigin1 ve FA maruziyetinin dokularda neden oldugu oksidan hasara karsi
koruyucu etkiye sahip olabilecegi seklinde yorumlandi. Glutatyon enziminin,
kimyasallarin toksik etkilerine karsi, savunma sisteminde 6nemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica hiicre fonksiyonlarinda, hiicre zarinin biitiinligiiniin
korunmasinda ve ¢esitli aktivitelerin diizenlenmesinde de gorev almaktadir. GSH’nin
en 6nemli gorevlerinden biri olusan ROT’lar1 ortamdan uzaklagtirarak biyomolekiilleri
hasara kars1 korumaktir. GSH, FA ile direkt etkilesime girerek once S-hidroksimetil-
GSH’ye sonra da formik asite doniigerek viicut digina atilmasini saglar. FA dokularda
biriktiginde GSH seviyesini azaltip doku ve hiicrelerde hasara yol agmaktadir (Teng
ve ark. 2001, Matsuoka ve ark. 2010, Sisein 2014). Zararsiz ve ark.’nin (2006), siganlar
tizerinde yaptig1 deneysel ¢alismada ip. FA uygulamasi sonucu si¢anlarin beyin
dokularinda MDA degerlerinin anlamli olarak arttigi, GSH-Px enzim aktivitelerinin
azaldigin ileri stirmiislerdir. Ciftci ve ark.’nin (2015) yaptiklari bir baska calismada
FA’nin serum TAK seviyesini diisiirdiigii ve serum MDA diizeylerini arttirdigini
ortaya koymuslardir. Yapilan baska bir ¢alismada sicanlara farkli dozlarda FA
uygulamasi ile akciger dokularinda artan FA konsantrasyonuna bagli olarak MDA
diizeylerinin de arttigini belirtilmisdir. Ayrica FA’nin oksidatif stres olusturma
mekanizmasinda; lipit, protein ve DNA gibi 6nemli organik bilesiklerle etkilesmesi
sonucu normal hiicre metabolizmasini engelledigi ve ROT firetimine yol agtig1 ifade
edilmistir (Murta ve ark. 2016). Serbest radikallerin yok edilip dokularin oksidan
hasara karsi korunmasinda dogal antioksidanlarin 6nemli oldugu bildirilmistir
(Alturfan ve ark. 2012). Organizmay1 olumsuz etkileyerek fonksiyon bozukluguna
sebep olan FA’nin oksidatif strese yol agarak; karaciger ve bobrekleri olumsuz
etkiledigi birgok calisma ile kanitlanmis (Koken 2004, Tabakoglu ve Durgut 2013,
Shinto ve ark.2018, Lv ve ark. 2018) ancak yapilan literatiir taramalarinda FA
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maruziyetinin yol actig1 oksidatif strese karsi 6nemli bir antioksidan olan CAPE’nin
koruyucu etkilerine yonelik bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Zararsiz ve ark. (2005),
siganlara ip. yolla verdikleri FA toksikasyonundan sonra karaciger dokularinda GSH-
Px enzim aktivitesinde azalis; MDA diizeylerinde ise artis gergeklestigini
belirlemislerdir. Gerin ve ark. (2016), FA hepatotoksisitesinde MDA seviyesinin
arttig1 ve GSH-Px enzim aktivitelerinin azaldigini ortaya koymuslardir. Yonar ve ark.
(2014) ise baliklarda 40 ve 120 ppm konsantrasyonlarinda verdikleri FA’nin doku
orneklerinde MDA, GSH diizeyleri ile GSH-Px enzim aktiviteleri iizerine etkilerini
aragtirmiglardir. Sonugta FA uygulanan deneme gruplarinda hem MDA
konsantrasyonun, hem de GSH-Px ve GSH enzim aktivitelerinin arttigini
saptamislardir. Ancak bu enzim diizeylerindeki artis oksidatif stresi ortadan kaldirmak
i¢in viicudun gosterdigi bir reaksiyon seklinde yorumlanmistir. Pekmez ve ark. (2008)
ise yaptiklari ¢alismada, FA verdikleri siganlarda SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivite
diizeylerinin diisik, MDA diizeylerinin kontrol gruplarma gore anlamli derecede
yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Cikman ve ark.(2014) da, radyasyon 1sinina bagh
gelisen oksidatif strese karst CAPE’nin karaciger dokusunu korudugunu tespit
etmiglerdir. Yine baska bir ¢alismada da si¢anlarda olusturulan hepatotoksisite ve
nefrotoksisite durumlarinda CAPE'nin, azalan SOD, CAT, GSH-Px enzim
aktivitelerinde artma; NO, MDA diizeylerinde azalma yaptigi belirlemislerdir (Abdel-
Daim ve Abdellatief 2018). Li ve ark. (2015) da CAPE’nin toksikasyonla azalan GSH
diizeyleri ile CAT ve SOD aktivitelerinde artisa neden oldugunu saptamislardir.
Boylelikle CAPE'nin karacigeri koruyucu etkisinin oldugu ileri siiriilmiistiir. Gong ve
ark. (2017) ise, kadmiyuma bagli olusturduklar1 diyabetik nefropatide CAPE’nin
koruyucu etkisini incelemis; CAPE uygulamasiyla bobrek dokusunda SOD, CAT ve
GSH seviyelerinde artis ayrica bobrek MDA seviyesinde azalis oldugunu
belirtmislerdir. Arslan ve ark. (2016), si¢anlarin karacigerinde olusturduklar1 hasarda
TAK, TOS, OSI diizeylerini incelemis, CAPE’nin karacigerde TAK seviyesini
arttirdigini, TOS ve OSI seviyelerini azalttigini ifade etmislerdir. Yapilan baska bir
calismada da, hipertansiyon olusturulan siganlarin bobrek dokusundaki oksidatif
degisiklikleri CAPE’nin 6nledigine yonelik bir arastirma yapilmig olup, CAPE’nin
oksidasyona karst PON 1 ve TAK seviyelerini arttirdigi, TOS ve OSI seviyelerini ise
azalttigi ileri sitirtilmistiir (Salmas ve ark. (2017). Lefkowitz ve ark. (2018), CAPE'nin
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dokular1 oksidatif stresten koruma mekanizmasini arastirmiglardir.  Hidroksi
peroksit (H202)'in neden oldugu ROT artislarini, CAPE’nin 6nemli Olgiide
azaltildigini tespit etmislerdir. CAPE'nin hiicre dizilimindeki bozulmalar1 diizelterek

HO-1'in indiiksiyonuyla oksidatif stresi hafifletebilecegi ifade edilmistir.

Calismalarda farkli dozlarda uygulanan FA’nin oksidatif strese, (Bakar ve ark.
2015, Gerin ve ark. 2016) hepatotoksisite, nefrotoksisite, nérotoksisiteye neden oldugu
raporlanmis olup ayni zamanda testis agirlhigi ile sperm kalitesini diistirdiigii de
belirtilmistir (Pitten ve ark. 2000, Aksit ve ark. 2015, Ramos 2015, Askaripour ve ark.
2017). Hepatotoksisite durumunda karaciger fonksiyonlarindaki degisimleri gosteren
en onemli enzimler aminotranferazlardir. Aminotranferazlarin en 6nemlileri ALT ve
AST enzimleridir. Akut veya kronik karaciger hasarlar1 bu enzimlerin kanda artigina
yol agmaktadir. LDH ise, canli organizmasinin ¢ogu hiicresinde bulunan; yine doku
hasarlarin1 belirlemek amaciyla Olgiilen bir parametredir (Giannini ve ark. 2005,
Pandurangan ve Kim 2015). Nefrotoksisite varliginda ise bobrek fonksiyon testleri
olan iire ve kreatinin birlikte degerlendirilmektedir (Sood ve ark. 2015). Yaptigimiz
calismada da karaciger ve bobrek hasarini belirlemek amaciyla ALT, AST, LDH, iire
ve kreatinin seviyeleri tespit edilmis olup serum ALT, AST, LDH ve iire degerleri
CH20O grubunda diger tiim gruplarla kiyaslandiginda onemli diizeyde artis
gostermistir. CH20+CAPE grubu CH20 grubu ile karsilastirildiginda ise, bu
degerlerin anlaml bir sekilde azaldig:1 bulunmustur. Giile¢ ve ark. (2006), yaptiklar
calismada FA uygulanan grupla kontrol grubu karsilastirildiginda ALT, AST, ALP
diizeylerinde artis oldugunu ortaya koymuslardir. Gerin ve ark. (2016) da, FA
maruziyeti sonucu gelisen hepatotoksisiteye baghi serum AST, ALT, ALP, LDH
seviyelerinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Yilmaz ve ark. (2002) yaptiklari ¢alismada,
FA uygulanan siganlarin kan degerlerinde LDH seviyesinin arttigin1 agiklamislardir.
Abdel-Daim ve Abdellatief (2018) ise, hepatotoksisite ve nefrotoksisitede CAPE'nin
koruyucu etkisini biyokimyasal diizeyde arastirmis olup, toksikasyonla artan serum
ALT, AST, ALP, LDH, kolesterol, iire ve kreatinin diizeylerinde 6nemli azalmalar
oldugunu gozlemislerdir. Ogetiirk ve ark.’nin (2005), siganlarda karbon tetrakloriir ile
olusturulan bobrek hasari tizerine CAPEnin koruyucu etkisi ile ilgili yaptiklart bir
aragtirmada serum iire ve kreatinin diizeylerinde dnemli bir degisiklik olmadigini rapor

etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da en yiiksek kreatinin seviyesine CH20 grubunda,
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en disiik kreatinin seviyesine ise kontrol grubunda rastlanilmakla birlikte deneme
gruplar arasinda istatistiksel onemlilik tespit edilmemistir. Aragtirmalar arasindaki bu
farkliliklarin FA ve CAPE’nin uygulama yoOntemi, Siiresine ve dozuna bagh
olabilecegi diistintilmektedir. Li ve ark. (2015) karbon tetrakloriir toksikasyonuna
bagli artan ALT, AST diizeylerinde CAPE uygulamasiyla birlikte azalma oldugunu
saptamiglardir. Boylelikle CAPE'nin karacigeri koruyucu etkisinin oldugunu
belirtmislerdir. Arslan ve ark. (2016) da, siganlarin karacigerinde karbon tetrakloriire
bagl olusturduklar1 toksikasyonda, artan ALT ve AST seviyelerinin CAPE’nin

azalttigini ortaya koymuslardir.

Karaciger, canlilarin maruz kaldig: toksik bir¢ok maddenin metabolizmasinda
merkezi rolii olan énemli bir organdir. Bu nedenle, karaciger FA dahil tiim toksik
maddelerin hedef organi olmaktadir. Deneysel olarak planlanmis farkli ¢alismalarin
histopatolojik bulgularinda FA’nin portal vende hasarlara (Bakar ve ark, 2015),
membran biitiinliiglinde bozulmalara ve vakuolizasyona (Strubelt ve ark, 1989)
hepatositlerde dejenerasyonlara (Ugmakli ve ark. 2013) neden oldugu rapor edilmistir.
Yaptigimiz bu ¢alismada karaciger dokusunun 1sik mikroskobu incelemeleri baska
calismalarin histopatolojik bulgulariyla karsilagtirilmis olup, yaptigimiz ¢alismanin
karaciger dokusunun histopatolojik bulgularinda; CH20 grubu hayvanlarin
karacigerinde kanama, portal alanlar ¢evresinde enflamasyon, yaygin hiicresel hasar
ve nekroz gibi histolojik degisiklikler tespit edilmistir. CH.O+CAPE grubunda hepatik
hasarin, enflamasyonun ve kanamanin daha az oldugunu hepatositlerdeki dejeneratif
ve rejeneratif degisiklikler ortaya koymaktadir. Gerin ve ark. (2016) da, yaptiklar
calismada, hepatotoksisiteye bagli gelisen hasarin histopatolojik bulgularinda FA
uygulanan hayvanlarin karaciger dokusunda dejenerasyon ve hepatosit hasari
saptamiglardir. Pekmez ve ark. (2008)’nin da yaptig1 ¢alismada, FA’ya maruz kalan
sicanlarin  karaciger dokusunda portal alanlar civarinda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunu oldugu, FA ile birlikte melatonin uygulanan sicanlarda FA’ya bagh
histolojik degisikliklerin azaldigin1 rapor etmislerdir. Mutlu ve ark. (2011) ise,
karacigerde kursun toksisitesine bagli olusan oksidatif stresle birlikte karaciger
dokularinda dejenerasyon ve nekrozlar gézlemlemislerdir. CAPE ve toksikasyonun
birlikte uygulandigi grupta nekroz ve dejenerasyon siddetinin azaldigini

aciklamiglardir. Bobrek dokusuna ait histolojik analiz sonu¢larimizda ise; CH20
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grubunda yaygin kanama, hiyalinizasyon, interstisyel enflamasyon oldugu
CH20+CAPE grubunda ise hafif hiicresel dejenerasyon oldugu gozlemlendi. Bakar ve
ark. (2014), siganlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, FA grubunu kontrol grubu ile
karsilastirdiklarinda glomeriil parietal alaninda epitel hasar, bobrek kanallarinda zar
hasari, tiibiillerde hipertrofik hiicreler, bobrek korteksindeki proksimal ve distal
tubtiler biitiinligiin kayb1 ve epitel bozulmalar gibi degisiklikler oldugunu ifade
etmislerdir. Yapilan baska bir calismada, Ogetiirk ve ark. (2005), karbon tetrakloriir
ile olusturulan bdbrek dokusunda glomeriiler dejenerasyon, interstisyel hiicre
infiltrasyonu, fibrozis ve bobrek korteksinde peritubiiler kan damarlarindaki vaskiiler
tikaniklik oldugunu gozlemisler ve nefrotoksisiteye karst CAPE’nin koruyucu etkisi

oldugu goriisiine varmislardir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizla, sicanlarda ip. olarak wuygulanan FA
toksikasyonunun karaciger ve bobrek dokusunda oksidatif stres olusturdugu, olusan
bu oksidatif stresin ise CAPE uygulamasi ile belirgin sekilde azaldigi tespit
edilmigstir. Bunun gostergesi olarak da artan MDA diizeylerine kars1 CAPE
uygulamasi ile birlikte bu diizeylerdeki belirgin azalis gosterilebilir. Yine
toksikasyona bagli olarak azalan GSH diizeyleri ile GSH-Px aktivitelerinin CAPE
uygulamasi ile arttig1 belirlendi. Bununla birlikte FA toksikasyonunun kanda ALT,
AST, LDH ve iire gibi biyokimyasal parametreleri artirirken, giiclii bir antioksidan
olan CAPE’nin ise bu diizeyleri normal seviyelere indirdigi gozlemlenmistir. Buradan
CAPE’nin oksidatif strese bagli olusan biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri
olumlu yonde diizelttigini sdylemek miimkiindiir. CAPE’nin oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi bir¢ok ¢aligmada kanitlanmasina ragmen, organizmada koruyucu bir
ajan veya potansiyel bir tedavi olarak heniiz kullanilmamaktadir. Bu antioksidan
giicten daha 1y1 faydalanmak icin CAPE ile ilgili in vitro ve in vivo ¢aligmalarla daha
ileri deneysel arastirmalara ihtiya¢ vardir. CAPE gibi dogal antioksidanlara olan
ilginin arttirilmasi igin daha ileri caligmalar planlanmalidir. Ayrica FA’nin yaygin
olarak kullanildig1 gerekli ortamlarda tedbirlerin alinmasi 6zellikle de profilaktik

onlemlerin alinmasinin 6nemli oldugunu séylemek miimkiindiir.
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