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OZET
Erkek ratlar Gzerinde yapmis oldugumuz bu calismada, intraperitoneal (i.p)
olarak uygulanan formaldehit’in karaciger Uzerindeki olumsuz etkileri arastirildh.
Ayrica formaldehit (FA) maruziyetine karst chrysinin  muhtemel koruyucu
ozellikleri degerlendirildi.

Bu amagla, 42 adet Wistar albino cinsi erkek rat 6 gruba ayrildi. Grup I,
kontrol grubu olarak kullarildi. Grup I1I’deki hayvanlar (FA-0,1), 60 giin boyunca
haftada 3 giin 0,1 mg/kg dozunda formaldehite intraperitoneal olarak maruz birakild:.
Grup I11'teki ratlara (FA-1) 1mg/kg dozunda 60 giin boyunca haftada 3 giin olmak
Uzere intraperitoneal olarak formaldehit uygulandi. Grup 1V’'teki ratlara 60 giin
boyunca haftada 3 giin olmak Uzere 50 mg/kg dozunda chrysin oral olarak verildi.
Grup V'teki ratlara 60 giin boyunca haftada 3 giin olmak tizere 50 mg/kg dozunda
chrysin oral olarak uygulanirken, 60 giin boyunca haftada 3 giin olmak tzere 0,1
mg/kg dozunda formaldehit intraperitoneal olarak uygulandi. Grup VI’ daki ratlara da
chrysin 50 mg/kg dozunda 60 glin boyunca haftada 3 giin olmak Uzere ora olarak
uygulanmis olup, formaldehit ise 60 gin boyunca haftada 3 gin olmak lzere 1
mg/kg dozunda intraperitoneal olarak uygulandi. Chrysin uygulamast Grup V ve
Grup VI'da 1 gin onceden baslatildi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edildi.
Biyokimyasal ve histolojik degerlendirmeler igin karaciger dokular: alindh.

Sicanlardan alinan karaciger dokularinin bir kisminda tiyobarbitirik asit
reaktif maddeleri (TBARS), redikte glutatyon (GSH), siiperoksitdismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve total protein analizleri yapildi. Sadece formaldehit uygulanan
gruplarda oksidatif hasar1 gosteren TBARS, GSH ve CAT dizeylerinde anlamli bir
artis gorultrken SOD seviyesinde ise anlaml1 bir azalmatespit edildi. Formaldehit ile
birlikte chrysin uygulanan gruplarda ise bu degisimlerin kontrol grubu lehinde
diizeldigi gbzlemlendi. Formaldehit uygulanan gruplarin karaciger doku kesitlerinde
ise apoptotik hicreler gorildi, hepatostlerin degisime ugradigi, Kupffer hicre
sayisinda artis oldugu ve histopatolojik hasarlarin meydana geldigi tespit edildi.
Formaldehit ile birlikte chrysin uygulanan gruplarda ise, karaciger doku kesitlerinde
apoptozisin baskilandigi, Kupffer hiicre sayisinda azalma oldugu ve histopatolojik
degisikliklerin de duzeldigi ortaya kondu.
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Sonu¢ olarak, formaldehit maruziyetine bagli olarak karacigerde ciddi
hasarlarin meydana geldigi ve bu hasarlara karst chrysinin koruyucu etkiler
gosterdigi ifade edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, chrysin, karaciger, rat.
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THE LEVES OF CHRYSIN AGAINST THE DAMAGE OF SUBCHRONIC
FORMALDEHYDE TOXICITY ON THE LIVER OF RATS

ABSTRACT

In this study, the adverse effects of intraperitoneally administered
formaldehyde on the liver of rats were investigated. In addition, the possible
protective effects of chrysin against the formaldehyde exposure were also evaluated.

For this purpose, 42 male Wistar albino rats were divided into 6 groups. Group
I, was used as control, animals in Group |1 exposed to formaldehyde, at a dose of 0,1
mg/kg, intraperitoneally. In group I11, rats administered formaldehyde at a dose of 1
mg/kg, for 60 days to 3 days a week intraperitoneally. Chrysin was given orally 3
times a week for 60 days a a dose of 50 mg/kg to rats in group IV. Chrysin was
applied together with the formaldehyde to ratsin group V. While chrysin was applied
50 mg/kg oraly for 3 days a week for 60 days, formaldehyde was adminstered 3
times a week during for 60 days at a dose of 0,1 mg/kg intraperitoneally. Chrysin
was started 1 day in advance to application. Rats in group VI administered
formaldehyde in conjunction with the chrysin. Chrysin was applied 50 mg/kg, 3 days
a week for 60 days orally and formaldehyde administered at a dose of 1 mg/kg
during the 3 days per week for 60 days intraperitoneally. Chrysin was initiated 1 day
in advance to application. The animals were decapitated at the end of the experiment.
Liver tissues were taken for biochemical and histological evaluations.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), reduced glutathione (GSH),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and total protein were analyzed from a
part of liver tissues of rats. The levels of TBARS, GSH, CAT were increased and the
levels of SOD decreased in only formaldehyde exposed rats. In the groups of chrysin
was applied with formaldehyde these changes were restored in favor of the control
group. Apoptotic cells, changes in hepatocytes, an increase in the number of Kupffer
cells and histopathological damage were observed in the only formaldehyde groups.
In the groups treated formaldehyde with chrysin, it was showed that suppressed
apoptosis a decreasing in the number of Kupffer cells and improvement in the
histopathological changes.
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In conclusion, it can be expressed that serious damages occurs to the liver by
exposure of formaldehyde, and chrysin has protective effects against these damages.

K ey words. Formaldehyde, chrysin, liver, rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR
A.: Arteria

CAT: Katalaz

CH: Chrysin

FA: Formaldehit

FDH: Formaldehit Dehidrogenaz
GSH: Redikte glutatyon

H-E: Hematoksilen-eozin

i.p: intraperitoneal

kg: kilogram

mg: miligram

ml: mililitre

um: micrometre

N.: Nervous

PAS: Periyodik asit schiff

ppm: parts per million

PV: Portal ven

rpm: Revolutions per minute
SOD: Superoksit dismutaz

SV: Santral ven

TBARS: Tiyobarbitlrik asit reaktif maddeleri

V.:Vena
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1.GIRIS VE AMAC

Formaldehit (FA) suda ¢ok iyi ¢ozinebilen, renksiz ve keskin kokusu olan,
aldehit ailesinin en basit tyesi bir kimyasaldir. FA, deri, sindirim ve solunum yolu ile
vicuda alinr. FA vicuda girdikten sonra karaciger ve eritrositlerde formik aside
donisur. Bunu saglayan, formaldehit dehidrogenaz enzimidir (FDH). FDH’'nin
katalizorltgi ile olusan reaksiyonda, glutatyon kofaktor olarak gorev alir. FA, formik
aside donuserek idrar ve feces yoluyla ya da karbondioksite okside olarak da
solunum yoluyla vicuttan atilir.

FA, Uluslararass Kanser Arastirma Kurumu (International Agency for
Research on Cancer, |ARC) tarafindan kanserojen 6zelligi agisindan Grup 2A olarak
simiflanmistir. Deneysel calismalarda FA'min karaciger dokusunda sentrilobiler
vakuolizasyona ve lokal hiicresel nekroz odaklarina sebep oldugu bildirilmistir.

FA’ nin ratlara uygulanmast sonucu ise karaciger dokusunda portal alan ve vena
centralis etrafinda mononukleer hicre infiltrasyonu gérulmis olup FA’ya maruz
kalan karaciger dokusunda direkt mekanizma ile hasar meydana getirdigini ve
dokuda 6nce glikojenin yikildig: ortaya gikmustur.

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. Son yillarda; Uzerinde gok
sayida arastirma yapilan flavonoidlerden biri de Chrysin (CH)'dir. CH’nin etkileri
Uzerine cesitli arastirmalar yapilmis ve bu etkilerin hedef sistemlerdeki olusum
mekanizmalar: tespit edilmeye calisilmustir. CH'nin serbest radikal duzeyini
azaltarak ve kanserojen maddeleri etkisiz hale getirerek toksk etki ve kanser
olusumunu engellemeye katkida bulunabilecegi dustinilmektedir. BlyUk bir
cogunlugu hayvanlar Uzerinde yapillan bu calismalar sonucunda; CH’nin,
antikarsinojenik,  antioksidan, anti-inflamatuvar ~ ve  antiviral  oldugu
distnul mektedir.

TUm bu veriler 1s131nda; disik dozda FA maruziyetl sonucu karacigerde
olusabilecek hasarlar1 inceledik. Karacigerde olusan hasarlara karsi kuvvetli
antioksidan 6zelligi olan CH’yi koruyucu olarak kullandik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Formaldehit

2.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Formaldehit (FA) suda ¢ok iyi ¢Ozunebilen, renksiz ve keskin kokusu olan,
aldehit ailesinin en basit Uyesi bir kimyasaldir. FA, Alman kimyager August Wilhem
von Hofman tarafindan 1867 yilinda kesfedilmis, ancak saf FA olarak izole
edilememistir. Bir baska Unli Alman kimyager, Friedrich August Kekule 'von
Stradonitz, 1892 yilinda saf FA’y1 izole etmistir. FA; bakir, gimis ya da molibden
alasimi gibi bir metal katalizor aracilig: ile 400-650 °C’de, metanoliin oksidasyonu
sonucu elde edilir (1). FA’min %37’ lik suda ¢ozinmts sekline formalin adi verilir.
Paraformaldehit ise polimerize olmus kat1 seklidir. FA’mn kimyasal formult CH,O
olup, sivi FA’min miktart mililitre (ml) cinsinden belirtilirken, gaz hali ise parts per
million (ppm) olarak ifade edilir. FA, asir1 reaktif oldugu igin bulundugu her
ortamdan gaz haline gegebilmektedir (2-5).

FA, deri, sindirim ve solunum yolu ile viicuda alimir. Solunum yolu ile viicuda
giris seklini; sigara duman: ve ortamdan buharlasan formalin olustururken, sindirim
yoluyla vicuda girisi, icme suyu, kahve, gidalarda bulunan bazi katki maddeleri,
meyve ve sebzeler araciligi ile olur (5-8).

FA vicuda girdikten sonra karaciger ve eritrositlerde formik aside donusur.
Bunu saglayan, formaldehit dehidrogenaz enzimidir (FDH). FDH’nin katalizorligl
ile olusan reaksiyonda, glutatyon kofaktor olarak gorev alir. FA, formik aside
donuserek idrar ve feces yoluyla ya da karbondioksite okside olarak da solunum
yoluyla vicuttan atilir (8-11).

2.1.2. Kullamim Alanlary

FA gunlik hayatimizda ve calisma alanlarinda yaygin  bir  sekilde
kullanilmaktadir. Tip alaninda; FA kullammu laboratuarlarda sik gorulmektedir.
Kadavra tahniti ve organ tespiti igin anatomide; dokularin fiksasyonu icin histoloji ve
patoloji laboratuvarlarinda; dis hekimliginde kaplamalarin yapisinda; hemodiyaliz
soltisyonlarinda; sterilizasyon islemlerinde; koruyucu madde olarak cesitli ilaglarda,
FA’dan faydalanmlmaktadir (6-8).



Gunlik hayatta; temizlik malzemeleri, dezenfektan maddeler, dis macunu,
fuel-oil, benzin, dogal gaz, dizel araclarin eksoz dumaminda, kozmetik Grtnler ve
kg1t Urdnlerinin yapisinda da bulunmaktadir (4, 8, 11, 12).

Endustriyel alanda ise; boya ve plastik sanayi, insaat sanayi, mobilya, hal,
kauguk, kirtasiye malzemeleri, yapi izolasyon malzemeleri, laminat parke, duvar
kaplamalar: ve tekstil sanayinde kullamlmaktadir (4, 7, 8, 11, 12).

2.1.3 FA’nin Insan Saghg Uzerine Etkileri

FA; organizma lizerinde ¢esitli olumsuz etkiler gostermektedir (8).

2.1.3.1 Toksik Etkiler

Y apilan birgok deneysel ¢alisma sonucu FA maruziyetinin, insanda olumsuz
etkiledigi organlar, baslangigta g6z ve solunum yollaridir. Gozdeki olumsuz etkileri;
yanma hissi, kizariklik, sulanma, g6z mukozasinda tahris, agri ve bulanik gérme
seklinde olabilir. Cok dustuk konsantrasyonlarda bile (0,24 ppm) bu semptomlar
aciga cikabilir. Kronik etkilenmeler sonucunda ise kronik konjuktivite neden
olabilmektedir (8, 13-15).

Solunum yollarindaki olumsuz etkiler ise, FA’mn disuk konsantrasyonlarinda
(0.5 ppm) bile ortaya ¢ikmaktadir. FA'ya kisa sireli maruziyetlerde; burun ve
bogazda yanma hissi, 6ksirtk, hiriltili solunum gibi bulgular gorulebilmektedir (8,
16). YiUksek doz (5-30 ppm) FA maruziyeti sonucu ise, nefes darligi, pnémoni,
inflamasyon ve pulmoner dem gibi klinik tablolar ortaya ¢ikabilir (17—20).

FA, hazir gidalarin ambalg) bilesiminde ve korunmasinda kullamildigi igin agiz
yoluyla almm mimkin olabilmektedir. Boyle bir maruziyet sonucunda
gastrointestinal irritasyon ve histopatolojik olarak gastrit meydana gelir. FA hizli bir
sekilde formik aside donustiglinden dolay: Ust gastrointestinal sistemde ciddi lokal
korozif etki olusturur. Bu olusumun devaminda karin agrisi, bulanti, ishal, nekroz,
perforasyon, Ulserasyon ve kanama ortaya ¢ikar. Bunu takiben dolasim bozuklugu,
hemattri, metabolik asidoz, aniri, bobrek hasari1 ve birkagc gin icerisinde 6lUm
gerceklesir (18, 21).

Astimli hastalarda disik dozdaki FA maruziyeti sonucu, solunum yolu
problemleri olusmaktadir. FA seviyesinin 70-140 ug/m?® oldugu evlerdeki cocuklarda
astim ve kronik bronsit prevalans: anlamli bir sekilde yiksek ¢ikmaktadir. Bundan
dolay1 FA maruziyeti ile astim hastalig1 arasinda da anlaml bir iliski bulunmaktadir.



Ayrica FA, mesleki astim hastaliginin nedenlerinden birisi olarak kabul edilmektedir.
Formalin'in %2 ve Uzerindeki sollisyonlari, alerjik kontak dermatit gelisimine
sebebiyet vermektedir (22, 23).

FA’nin olumsuz etki yaptigi en dnemli sistemlerden biriside sinir sistemidir.
FA'ya kisa sureli maruziyetlerde bas agrisi, bas donmesi, halsizlik, irritabilite,
keyifsizlik, uyku bozuklugu ve istahsizhik gorildugl gibi daha uzun sireli
etkilenmelerde ise, duygu-durum bozukluklari, hafiza bozuklulari ve epilepsi
belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte ¢alisma sahalarinda FA’ya maruz
kalan Kisilerde, bu semptomlarin sik gorilmesi FA’mn ndrotoksisiteye sebep
oldugunu dustndirmektedir (24—26).

FA'nin sistemik olarak uygulanmasi sonucu beyin hicrelerinin gelisimini
engelledigi, hicre sayisi ve hacmi Uzerinde olumsuz etki gosterdigi ve néronal
dejenerasyona sebep oldugu gorilmektedir (27-29). Ayrica yapilan deneysel
calismalarda sistemik uygulanan FA'nin dgrenme testlerinde bozukluk ve ruhsal
dengesizlik yaptigi bildirilmistir. FA’dan akut etkilenme sonucu sicanlarin
hypothalamus'unda, dopamin ve serotonin seviyesinin birlikte dismesine bagli
olarak motor aktivitede yavaslama tespit edilmistir. (30-32).

FA, Uluslararass Kanser Arastirma Kurumu (International Agency for
Research on Cancer, |ARC) tarafindan kanserojen 6zelligi agisindan Grup 2A olarak
siniflanmistir (6, 7).

FA’ nin ratlara uygulanmas: sonucu ise karaciger dokusunda portal alan ve vena
centralis etrafinda mononukleer hicre infiltrasyonu gérulmis olup FA’ya maruz
kalan karaciger dokusunda direkt mekanizma ile hasar meydana getirdigini ve
dokuda 6nce glikojenin yikildig: ortaya ¢ikmustir (33).

2.2. Flavonoidler

2.2.1. Gend Bilgiler

Bitki fenolleri genel olarak; karbon atomlarinin sayisi temel alinarak farkl:
sekillerde gruplandirilmis olup, bunlar basit fenoller, flavonoidler, sinnamik asitler,
stilbenler, fenolik asitler, ligninler ve biflavonoidler olarak isimlendirilmektedir (34,
35). Kimyasal yapilari ve biyolojik fonksiyonlari gbz onine alindiginda, fenol
gruplar igerisinde en 6nemli yere sahip olanlardan biri flavonoidlerdir (35, 36).
Flavonoidlerin en o6nemli 06zelliklerinden birisi 6nemli dizeyde antioksidan



Ozelliklerine sahip olmalaridir. Yapilan calismalar sonucu genellikle bitkilerde
bulundugu ve insanlar tarafindan sentezlenemedikleri tespit edilmistir. (37-40).
Flavonoidler, antiallerjen ve antibiyotik 0Ozellikte olmalari, enzim aktivitelerini
duzenleyici, hiicre cogalmasini inhibe edici, Ulser, ishal ve iltihali Onleyici ilag gibi
gorev amalarindan dolay: 6nem tasimaktadirlar (36, 41). Flavonoidler meyve, sebze
ve cay gibi gida gruplarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar
sonucu, koroner kalp hastaliklar: ile kanser gibi hastaliklarin engellenmesinde rol
oynadiklarindan dolay: flavonoidlere olan ilgi artmistir. Bugiine kadar belirlenen
flavonoid sayisi 8000’ in Gzerindedir (37, 42-44).

2.2.2. Chrysin

Son yillarda; Uzerinde ¢ok sayida arastirma yapilan flavonoidlerden biri de
Chrysin (CH)'dir. CH, G.F. Jaubert tarafindan 1926 yilinda, propoliste bulunan
cesitli flavonidlerden birisi olarak izole edilmistir (45). Yapilan arastirmalar sonucu
CH’nin, carkifelek veya mavi tutku cicegi adiyla bilinen, Passiflora caerulea’ da
bulunan bir flavonoid oldugu tespit edilmistir (46, 47). Passiflora caerulea bitkisi
disinda; tUkettigimiz besinlerden, maydanoz, kekik, dolma biber, kereviz, bal ve
propoliste de CH bulunmaktadir (48). CH; Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry) tarafindan
5,7dihydroxy-2-phenyl-4-chromenone olarak isimlendirilmis olup CisH1004 olarak
formile edilmistir (49, 50).

2.2.2.1. CH’nin Etki Alanlari

CH’'nin etkileri Uzerine cesitli arastirmalar yapilmis ve bu etkilerin hedef
sistemlerdeki olusum mekanizmalar: tespit edilmeye calisilmistir. CH'nin izole
edildigi Passiflora caerulea bitkisinin yapraklarindan yapilan cayin, stresi ve
endiseyi azaltici etkisi oldugu iddia edilmektedir. Y apilan deneysel calismalar ile bu
iddia guclendirilmis ve deney sonucu CH’nin anksiyolitik etkisi tespit edilmistir (50,
51).

CH’ nin serbest radikal duzeyini azaltarak ve kanserojen maddeleri etkisiz hale
getirerek toksik etki ve kanser olusumunu engellemeye katkida bulunabilecegi
dustinulmektedir. Bu amagla; mide, kolon ve rektum kanseri (53), meme kanseri
(54), tiroid kanseri (55) ve prostat tumoriine (56) kars1 CH’nin etkisi arastirilmis ve
olumlu sonuglar elde edilmistir.



Buyuk bir gogunlugu hayvanlar Uzerinde yapilan bu galismalar sonucunda;
CH’nin, antikarsinojenik (53-56), antioksidan (57-59), anti-inflamatuvar (60),
antiviral (61) ve gugli bir aromataz inhibitori (62) oldugu distinilmektedir.

2.3.Karaciger

2.3.1.Karacigerin Embriyolojis

Karaciger ve pankreas taslaklari intrauterin hayatin 3. haftasina dogru
belirmeye baslar. ilk taslak halka seklinde olup primitif bagirsak epitelinde gorulur.
Bu yap1 “hepatopankresatik halka” olarak isimlendirilir. Hepatopankreatik halkada 4
adet taslak belirir. Bu taslaklardan biri ventral, biri dorsal ve ikiside ventrolateral
yerlesimlidir. Ventral taslak epitelyum kalinlasmast seklinde belirir ve karacigere
aittir. Bilateral ve simetrik sekilde kalinlasmis olan bu bagirsak parcasina lamina
hepatica denir. Lamina hepatica nin duvarimn derinlesmesi ile “Diverticulum
Hepaticum” meydana gelir. Diverticulum hepaticum; pars hepatica (kranial
kisimdan) ve pars sistica (kaudal kissmdan) olmak Uzere erkenden iki kisma ayrilir.
Bir siire sonra pars hepaticadan, mezenkim dokusu icine dogru ince epitelyal hiicre
kordonlar1 uzanirlar. Bu mezenkim dokusu diafragma ile “ductus omphalo-
mesentericed’ arasinda bulunur ve ilerleyen evrelerde karacigerin ventral askisini
olusturacaktir (63, 64). Ayrica karaciger sinizoidlerinin ilk taslagi da gelismekte
olan epitelyal yapinin araliklarinda bulunan mezenkim dokusundan meydana gelir.
Baslangigta karaciger hiicre kordonlari, birbirleri ile anastomozlar yapan hiicre
topluluklar: seklindeyken, sonradan lobulus denilen ufak topluluklar halinde iginde
bulunduklar1 mezenkim tarafindan sinirlandirilirlar. Portal dolasima ait ufak venler
bu lobuluslarin etrafinda olusurken toplayici venler araciligiyla V. hepaticaya
dokulen V. centralis ise ortasinda olusmaktadir. Kordonlar, baslangicta simetrik
gorunimdedir. Gelisim ilerledikce sag lobulusun biyumesi hizlanmaya baslar.
Karaciger agirligi, intrauterin veya fetal gelisimin onuncu haftasinda ortalama fetal
agirhgin %10'u civarindadir. Karacigerdeki kan yapimi ise intrauterin hayatin
besinci ayina dogru en yiksek diizeye cikar ve daha sonra doguma kadar azalarak
devam eder. Dogum sonrasi, karacigerin agirlhigi yenidoganin vicut agirliginin
%5’ ine duser ve karacigerde ancak birkag kan adacigi bulunur (63-65).



2.3.2. Karacigerin Histolojik Yapis

Karacigerin etrafin1 saran zara “tunika fibroza’ veya “Glisson kapsiliu” denir.
Bu zar, karaciger icerisine girerek orgamn kucik loblllere ayrilmasim saglar.
Karaciger lobllleri  (hepaton) longitudinal kesitlerde poligonal  sekilde
gozlenmektedir. Y Ukseklikleri yaklasik 2 mm kadardir. Bu lobullerin birbiri ile
temas ettigi yerlerde genis Ucgen seklinde bag dokusu alanlar1 vardir. Bu lggen
sahalar Glisson Ucgeni, Kiernan Aralig1 veya Porta Mesafesi olarak isimlendirilir
(65). Arter, ven ve safra kanal1 bu alanda beraber seyrederler (portal triad). Portal
triad, a interlobularis, v. portanin ince dali olan v. interlobularis ve ductus
interlobularisten olusmaktadir (Sekil 1).

Medicine).
Glisson Ui¢geninde bulunan v. interlobularisten ¢ikan venler lobulus icerisinde

birbirleriyle anastomoz yaparak v. centraliste toplanirlar. Lobulusun venlerine
karaciger sinUzoidleri denir. Karaciger sinizoidlerinin duvarlarinda endotel ve
kupffer hicreleri vardir (Sekil 2). Bu endotel ve kupffer hiicreleri, retikuloendotelial
sistemin unsurlarini olusturur. Hicreler tarafindan olusturulan dizelerde sintizoidler
arasinda ince kapiller aralik bulunmaktadir. Bu araliklara “Disse Mesafesi” denir
(64). Hucre kolonlarimin iginde, kanalikdli biliferi denilen ve duvarlar1 hicrelerin
birbirine bakan yiUzlerinden olusan ince kanalciklar bulunmaktadir. Kanalikili



biliferinin gorevi hicrelerin salgiladigi safrayr tasimaktir. Kanalikdli  biliferiler
birleserek ductuli biliferi adim alirlar. Ductuli biliferinin de birkag tanesi birleserek
ductus interlobularis ismini alir. Ductus interlobularisler ise Kiernan araliklarinda

bulunmaktadirlar (64-65).
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Sekil 2. Karacigerde; v. centralis, sintizoidler ve kupffer hicreleri (Southern
Illinois University School of Medicinge).
2.3.3. Karacigerin Anatomik Yapis
Karaciger karin boslugunda yer alan organlarin ve ayni zamanda vicuttaki
bezlerin en buyugudir. Y etiskinde vicut agirliginin % 2’sini, ¢cocuklarda ise %
5’ini olusturur. Ortalama agirlig: yetiskin bir erkekte 1400 - 1600 gr., yetiskin bir
kadinda ise 1200-1400 gr’ dir. Bag dokusundan yapilmis kuvvetli bir fibréz kapsil
(Glisson kapsilt, tunica fibrosa) karacigeri her taraftan sarar ve karacigerin
damarlar1 ¢evresinde organin igerisine uzantilar génderir. Bu sekilde, karacigerin
sekli korundugu gibi karaciger dokusu lob ve lobillere de ayrilmis olur.
Karacigerin blyutk bir kismi kostalar tarafindan 6rtultudir. Y alniz arcus costarium
arasinda kalan tiggen seklindeki kiclk bir saha karin 6n duvar: ile dogrudan temas
eder. Diaphragma nin alt yiztine gevsek bag dokusu ile tutunan karaciger, karin
icerisindeki organlarin Uzerine oturur. Karacigerin diaphragma ile komsu olan
konveks Ust yuzine diafragmatik yiz (facies diaphragmatica), ic organlar ile
komsu olan konkav alt yizlne ise visseral yuz (facies visceralis) ath verilir (66)
(Sekil 3A-3B).
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Sekil 3. Karacigerin diafragmatik ve visceral yuzleri (Sobotta Anatomi
Atlasi).

Yuzleri:

Facies diaphragmatica

Karacigerin bu yuzi dizgin ylzeyli ve konvekstir ve diaphragmanin alt
yuzinin sekline uygunluk gosterir. Diafragmatik ytzin biyuk bir kismu periton
ile ortultdir. Ancak bu yizin arka kismi peritonsuzdur ve bu bolgeye area nuda
(pars affixa) denir. Area nuda da, karaciger direkt olarak diaphragma ile temas
eder ve aralarinda sadece ince gevsek bag dokusu tabakast bulunur. Pars
posterior'da orta hattin hemen sag tarafinda, sulcus venae cavae bulunur. Bu
sulcusun sol tarafinda karacigerin lobus caudatusu yer alir. Glandula
suprarenalis dextra nin tst kismi da pars posterior ile komsu olup, burada biraktigi
ize impressio suprarenalis adi verilir. Bu iz sulcus vena cava nin sag tarafinda
gozlenir (Sekil 3A).

Faciesvisceralis

Facies visceralis; asagiya, arkaya ve sola dogru bakar. Bu yiiz, Gzerinde yer
alan baz1 fissura ve fossa'larin bulundugu kisimlar disinda periton ile orttliddr.
Bu ylzde ortada porta hepatis, porta hepatis'in sol Ust tarafinda fissura ligamenti
venos, sol alt tarafinda fissura ligamenti teretis, sag Ust tarafinda sulcus venae
cavee ve sag alt tarafinda ise fossa vesicae fella (biliaris) bulunur. Porta hepatis,
karacigere giren ve ¢ikan olusumlarin bulundugu yerdir. Bu bolgeyi cevreleyen
periton yapraklart mideye dogru uzanarak omentum minus'u olusturur. Porta
hepatis in 6n-alt kisminda lobus quadratus yer alir. Visseral ylzin sag tarafinda



organlarin biraktig: izlere impressio colica, impressio suprarenalis, impressio
renalis ve impressio duodenalis adi verilir. Visseral yuzin sol tarafinda mide ve
oesophagus un biraktig: izlere impressio gastrica ve impressio oesophagea adi
verilir (67) (Sekil 3B).

Karacigerin Loblari

Karacigerin lobus hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olmak tzere iki
blylk lobu (Sekil 3A) ve visseral ylzde yer alan lobus quadratus ve lobus
caudatus (Sekil 3B) olmak Uzere iki kicik lobu vardir. Lobus hepatis dexter ve
lobus heaptis sinister’i diaphragmatik yutzde lig. falciforme hepatis, visseral
ylzde ise fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti venosi birbirlerinden
ayirir. Fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti venosi’ nin birlikte meydana
getirdikleri yariga fissura sagittalis sinister adh da verilir. Fissura sagittalis
sinister’'in sag tarafinda kalan lobus caudatus ve lobus quadratus anatomik olarak
lobus hepatis dexter’in birer parcasi sayilir (68).

Karacigerin segmentasyonu

Karaciger loblarinin anatomik ve fonksiyonel siniflandirmasi birbirinden
farklidir. Anatomik olarak, lobus caudatus ve lobus quadratus lobus hepatis
dexter’e ait olsa da, bu iki lob a. hepatica propria ve v. portae hepatis in ramus
sinister’leri ile beslenir. Ayrica, bu loblarin safra drenaji ductus hepaticus
sinister tarafindan saglanir. Bu nedenle, lobus caudatus ve lobus quadratus
fonksiyonel olarak lobus hepatis sinister’in bir parcasidir (68).

Karacigerin Damarlari

Karacigere a. hepatica propria ile arteriel kan ve v. portae hepatis ile de
sindirilmis besin maddelerinden zengin olan ventz kan gelir. Karacigere gelen
kanin %20’ sini a. hepatica propria, %80’ ini ise v. portae hepatis tasir. Truncus
coeliacus'tan c¢ikan a. hepatica communis, a. gastroduodenalis ve a. gastrica
dextra dallarini verdikten sonra a. hepatica propria adim alir. Porta hepatis'te a
hepatica propria ve v. portae hepatis sirasi ile a. hepatica dextra, a. hepatica
sinistra ve v. porta dextra, v. porta sinistra olmak Uzere ikiser dala ayrilir.
Karacigerin vendz kan v. hepatica’ lar araciligi ile karacigerin arka kisminda v.
cavainferior’a agilir. Bu damarlar karaciger dokusu igerisinde intersegmental ve
interlobtler dallara ayrilir (66, 67).
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Sinirleri:

Karacigeri innerve eden parasempatik sinir lifleri truncus vagalis anterior
ve truncus vagalis posterior’un rr. hepatici’ lerinden gelir. Sempatik sinir lifleri ise
n. splanchnicus major’ lardan plexus coeliacus aracilig ile karacigere gelir (67).

Lenfatikleri:

Karacigerin lenf damarlar1 porta hepatis'teki nodi lymphatici hepatis e
buradan da nodi lympatici caeliaca ya drene olur. Lenflerin bir kismi diafragma
bdlgesindeki ve karin arka duvarindaki lenf nodullerine drene olur (67-68).

2.3.4. Ratlarda Karacigerin Yapis

Karin boslugunda genis yer kaplayan karaciger ortalama bir sicanda
yaklasik 10 gr agirhgindadir. Karacigerin biyik bolumi diafragma altinda
yerlesmistir. Karaciger derin sulcuslar ile lobus dexter, lobus sinister, lobus
caudatus ve orta lob olmak Uzere 4 lobdan meydana gelir. Ligamentum teres
hepatis in olusturdugu bir yarikla ikiye ayrilan orta lob sol lobun Ustline sapka
seklinde yerlesmistir. Lobus dexter sag bobregin tizerine oturmus olup vena cava
inferior’u sarmaktadir. Siganlarda safra kesesi bulunmagdig: igin karacigerin tim
loblarindan toplanan safra kanallarla bosalmakta ve bu kanallarin birlesiminden
olusan canalis hepaticus bir tlip seklinde dogrudan duedonuma agilmaktadir (Sekil
4) (69).

Sekil 4. Rat karacigerinin gorinuma (69).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Hipotez: Ratlarda subkronik formaldehit zehirlenmelerinin karacigerde
neden oldugu hasarin arastirilmasi; chrysinin olasi koruyucu yonunin belirlenmesi.

3.2. Arastirma Tipi: Inoni Universitesi Tip Fakilltesi Deney Hayvanlar:
Etik Kurulunun 2011/ A-58 no'lu karar1 ile onaylanmis deneysel hayvan
calismasidir.

3.3 Arastirmanmin Evreni ve Orneklem Buyiikligi: Inoni Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezinde (INU-DEHUM) (retilen
ortalama 300 gr agirhginda 42 adet genc erkek Wistar albino tort rat kullanildh.
Ratlar, INU-DEHUM'de, 60 giin siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin
saglandig1 ve aspiratorlerle sirekli havalandirilan 21+ 2°C'lik odalarda tutuldular.
Deney siresi boyunca ad-libitum beslendiler. 60. ginde ratlar dekapite edilerek,
karaciger dokulart alindi. Alinan karaciger dokularinin bir kismi histolojik olarak
degerlendirildi. Geri kalan karaciger dokusundan da tiyobarbitirik asit reaktif
maddeleri (TBARS), redikte glutatyon (GSH), slperoksitdismutaz (SOD), katalaz
(CAT) vetotal protein analizleri yapildh.

3.4. Deney Gruplari

Calismamizda kullamlan 42 adet rat 6 gruba ayrilmis olup her grupta 7 tane
hayvan bulunmaktadir. Y aptigimiz bu arastirmada iki farkli FA dozu uygulanmistir
(Tablo-1).
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Tablo I. Calismada kullanilan FA ve CH’nin dozu, uygulama siiresi ve deney

gruplarinin gosterilmesi.

GrupNo  Sicansayist  FA (mg/kg) CH (mg/kg) Uygulama Siiresi

I 7 0 0 Haftada 3 giin / 60 giin
[ 7 0,1 0 Haftada 3 giin / 60 giin
[l 7 1 0 Haftada 3 giin / 60 giin
Vv 7 0 50 Haftada 3 giin / 60 giin
\ 7 0,1 50 Haftada 3 giin / 60 giin
VI 7 1 50 Haftada 3 giin / 60 giin

Grup 1: Kontrol grubu: Bu grupta bulunan 7 adet rata deney siiresince hichbir
sey uygulanmadi. Deney sonunda dekapite edilen hayvanlarin karaciger dokularinin
bir kismi ile TBARS, GSH, SOD, CAT ve tota protein analizleri yapildi. Diger bir
kisim karaciger dokusu ise histolojik degerlendirmede kullanildh.

Grup 2: Formaldehit Grubu (FA-0.1): Bu gruba FA uyguland: (formalin,
Sigma-Aldrich Formaldehyde %37 solution, Deisenhofen, Germany) (70). 0,1 mg/kg
dozunda, 60 gun boyunca haftada ti¢ gtin olmak tzere intaperitoneal (i.p) olarak FA
verildi. Deney sonunda dekapite edilen ratlarin karaciger dokular: alinarak histolojik
degerlendirme ve biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 3: Formaldehit Grubu (FA-1): Bu gruba FA uygulandi. 1 mg/kg
dozunda, 60 giin boyunca haftada Gi¢ giin olmak Uzere i.p olarak FA verildi. Deney
sonunda dekapite edilen sicanlarin  karaciger dokulart alhinarak  histolojik
degerlendirme ve biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 4: Chrysin gurubu (CH): Bu gruba misir yag icerisinde ¢oziinmts CH
uygulandi (Chrysin %97, Sigma-Aldrich C80105, Germany) (59). 50 mg/kg
dozunda, 60 giin boyunca haftada tic glin olmak Uzere oral olarak CH verildi. Deney
sonunda dekapite edilen sicanlarin  karaciger dokulart alinarak  histolojik
degerlendirme ve biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 5: Formaldehit + Chrysin Gurubu (FA-0.1+CH): Bu gruba CH ve FA
birlikte uygulandi. 50 mg/kg dozunda, 60 giin boyunca haftada ti¢c giin olmak Uzere
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oral olarak misir yaginda ¢oztinmis CH verildi. 0,1 mg/kg dozunda, 60 giin boyunca
haftada ti¢c giin olmak Uzere i.p olarak FA uygulandi. CH uygulamasina bir gtin 6énce
baglandi. Deney sonunda dekapite edilen hayvanlarin karaciger dokular1 alinarak
histolojik degerlendirme ve biyokimyasal analizler yapildi.

Grup 6: Formaldehit + Chrysin Gurubu (FA-1+CH): Bu gruba CH ve FA
birlikte uygulandi. 50 mg/kg dozunda, 60 giin boyunca haftada ti¢c giin olmak Uzere
oral olarak misir yaginda ¢ozinmis CH verildi. 1 mg/kg dozunda, 60 giin boyunca
haftada ti¢c giin olmak Uzere i.p olarak FA uygulandi. CH uygulamasina bir gtin 6énce
baglandi. Deney sonunda dekapite edilen ratlarin karaciger dokular1 alinarak
histolojik degerlendirme ve biyokimyasal analizler yapildi.

3.5. Degerlendirme Y 6ntemi

3.5.1. Biyokimyasal Analizler

35.1.1. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Haairlanmas: Derin
dondurucuda -80 °C’ de muhafaza edilen karaciger dokular ¢alisma gunu gikarilarak
tartildi. %10’ luk homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu ilave edilerek buz icinde
1-2 dakika sireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi (IKA, Germany). Doku
homojenatlar1 5000 rpm’de, +4 °C’de, 30 dakika santrifllj edilerek siipernatan elde
edildi.

3.5.1.2. TBARS Miktarinin Olciimii: Esterbauer ve Cheeseman'nin metodu
ile TBARS tayini yapildi (71). Asidik ortamdaki tiyobarbitirik asit ile 90-95 °C'de
reaksiyona giren malondialdehit, pembe renkli kromojen meydana getirdikten sonra
hizla sogutuldu. 10 dakika sonra hizla sogutulan 6rneklerin absorbanslar: 532 nm'de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuclar nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

3.5.1.3. GSH Miktarimin Olgimi: GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi
yonteme gore analiz ttptnde bulunan glutatyonun 5,5’ -ditiyobis 2-nitrobenzoik asit
ile reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 1s1k siddetinin
410 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunarak redikte glutatyon miktarinin
tayin edilmesi seklinde 6lguldiu (74).

3.5.1.4. SOD Enzim Aktivites Olciimi: SOD enzim aktivitesi 6lglimii
nitroblue tetrazolium (NBT) ile ortaya ¢ikan O, nin indirgenmesi esasina dayanan

Sun ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (72).
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3.5.1.5. CAT Enzim Aktivites Olclimi: Katalaz aktivitesi Aebi'nin
yontemine gore; 240 nm’ de absorbansi H,O, ile 0.500'e ayarlannuis pH 7 deki 50
mM fosfat tamponuna, numune eklenmesiyle 240 nm dalga boyunda absorbanlardaki
dustisin 10 sn araliklarla kayit edilmesi esasina dayanarak yapildi (73).

3.5.1.6. Protein Dizeylerinin Analizi: Doku protein tayini Bilret yontemi
ile analiz edildi (74).

3.5.2. Histolojik Degerlendirme Y 6ntemi:

Deney sonunda alinan karaciger dokular1 %10’ luk FA icerisinde tespit edildi.
Tespit sonunda c¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma
islemlerinden gecirilerek parafine gomuldl. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gegirilen kesitlere
hematoksilen-eozin (H-E) ve periyodik asit schiff (PAS) boyama metotlari
uygulandi. Boyanan preparatlar Leica DFC-280 arastirma mikroskobu ile incelendi.

Karaciger hasarim belirlemek igin hepatositler; hiicre sismesi, sitoplazmada
eozinofilik boyanmanin artmasi ve glikojen kaybina gore degerlendirildi. Dokular,
hasar derecesine gore; O: saglam, 1. hafif hasar, 2: orta hasar, 3: siddetli hasar olarak
skorland.

PAS boyama metodu uygulanmis kesitlerde Kupffer hicreleri sayildi. Bu
sayim x40 buyUtmede, 10 farkl alanda yapild.

3.5.3. igtatistiksel Analiz

Arastirma sonunda biyokimyasal analizlerden elde edilen verilerin normal
dagilhm gosterip  gostermedigi  Oncelikle  Kolmogorov-Smirnov  testiyle
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama (X) + standart hata olarak
seklinde ifade edildiler. Normal dagilim gosteren veriler icin gruplar arasindaki
karsilastirmalarda tek yonli varyans analizi (ANOV A) uygulandi, gruplar arasi coklu
karsilastrmalarda Duncan HSD testi yapildi. p< 0.01 igtatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Histolojik degerlendirmenin istatistiksel analizleri SPSS 17.0 ve MedCalc
11.00 (Belgium) istatistik programlar: kullamlarak yapildi. Battin veriler aritmetik
ortalama standat hata (+ SE.) olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastrmalar igin
Kruscal-Wallis ve Connover testleri kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Gruplarin TBARS Duzeylerinin Karsilastirilmas:

FA uygulanmast FA-0,1 ve FA-1 gruplarinda karaciger TBARS dizeylerini
kontrol grubuna gore anlaml1 sekilde artird: (p<0.01) (Sekil 5). CH’ nin koruyucu
etkisi ile FA-0,1 ve FA-1 grubunda artan TBARS seviyesi kontrol grubu lehinde
distt (Sekil 6-7).
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Gruplar

Sekil 5. iki farkli FA dozuna bagli TBARS desisikligi.

* p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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Sekil 6. FA-0,1 grubunda 0.1 mg/kg FA dozuna bagli TBARS degisikligi.

* p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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Sekil 7. FA-1 grubunda 1 mg/kg FA dozunabagli TBARS degisikligi.

# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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4.1.2.Gruplarin GSH Duzeylerinin Karsilastiriimas:

FA uygulanmasi FA-0,1 ve FA-1 gruplarinda karaciger GSH dizeylerini
kontrol grubuna gore anlamli sekilde artird: (p<0.01) (Sekil 8). CH’ nin koruyucu
etkisi ile FA-0,1 ve FA-1 grubunda artan GSH seviyesi kontrol grubu lehinde dustu
(p<0,01) (Sekil 9-10).
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Sekil 8. iki farkli FA dozuna bagli GSH degisikligi.
* p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.

# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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Sekil 9. FA-0.1 grubunda 0.1 mg/kg FA dozuna bagli GSH degisikligi.

* p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.

200 ~
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0
Kontrol FA-1 FA-1+CH
Gruplar

Sekil 10. FA-1 grubunda 1 mg/kg FA dozuna bagli GSH degisikligi.

# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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4.1.3. Gruplarin SOD Enzim Aktivite Duizeylerinin K arsilastirilmasi:

FA-0,1 grubunda kontrol grubuna gore azalan SOD enzim dizeyi anlamli
bulunmamistir. FA-1 grubunda ise SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde digsmistir (p<0.01) (Sekil 11). CH uygulamasi sonucu FA-1
grubunda azalan SOD enzim aktivitesi FA-1+CH grubunda kontrol grubu lehinde
anlamli olarak artmistir (p<0.01) (Sekil 12).

SOD U/mg protein
Pow s

h W Bt b

| | | | |

._.
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|

araciger
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| 1

Kontrol FA-0.1 FA-1
Gruplar

Sekil 11. iki farkli FA dozunabagli SOD desisiklizi.

# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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Kontrol FA-1 FA-1+CH CH
Gruplar

Sekil 12. FA-1 grubunda 1 mg/kg FA dozuna bagli SOD degisikligi.
# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.

4.1.4. Gruplarin CAT Enzim Aktivite Duzeylerinin Karsilastirilmas::

FA-0,1 grubunda kontrol grubuna gore artan CAT enzim aktivitesi anlaml1
bulunmamistir. FA-1 grubunda CAT enzim dizeyi kontrol grubuna gére anlamli
olarak yukselmistir (p<0.01) (Sekil 13). Koruyucu olarak kullamlan CH uygulamasi
FA-1+CH grubunda CAT seviyesini kontrol grubu yoninde anlamli olarak azaltti
(p<0.01) (Sekil 14).
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Sekil 13. iki farkl: FA dozunabagli CAT degisikligi.
# p<0.01 diger gruplarlakarsilastirildiginda.
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Sekil 14. FA-1 ve FA-1+CH grubunda CAT degisikligi.
# p<0.01 diger gruplarla karsilastirildiginda.
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4.2. Histolojik Degerlendirme

4.2.1Kontrol ve CH Gruplar:

Bu gruplarda karacigerin histolojik yapisi, normal gorinime sahipti. H-E ile
boyanmis kesitlerde hepatosit kordonlar: santral ven gevresinde diizenli ve 1sinsal bir
yerlesim gostermekteydi (Sekil 15, 16). Portal alanlarda, portal ven ve hepatik arterin
dallar1 ile safra kanalikllleri izlendi (Sekil 17, 18). Hepatostlerin sitoplazmalari
eozinofilik olarak boyanmus, nukleuslari yuvarlak ve Okromatik olarak gézlendi
(Sekil 19, 20). PAS boyama metodu uygulanmus kesitlerde, sitopléazma icerisindeki

glikojenin pembe-mor renkte boyandigi izlendi (Sekil 21, 22).

Sekil 15. Kontrol grubu; santral ven (sv) cevresinde hepatosit kordonlar1 (kalin
oklar) ve sintizoidler (ince oklar) izlenmekte, H-E X20.
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Sekil 16. CH grubunda; santral ven (SV) ve hepatosit kordonlarimin gorinimi

kontrol grubuna benzer olarak izlenmekte, H-E X20.

Sekil 17. Kontrol grubunda; portal alandaki portal ven (pv) ve hepatik arter (ince ok)
dali ile safra kanal1 (kalin ok), H-E X20.



Sekil 19. Kontrol grubunda; eozinofilik sitoplazmali,

hepatositlerin (oklar) gérinumi, H-E X40.

25

okromatik nikleuslu
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Sekil 20. CH grubu; hepatositler (kalin oklar) ve nikleuslarinin (ince oklar)
gorinimi kontrol grubuna benzer olarak izlenmekte, H-E X40.

Sekil 21. Kontrol grubunda; hepatosit sitoplazmasi icinde pembe-mor renkte
boyanmis glikojen, PAS X20.
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Sekil 22. CH grubunda; PAS (+) hepatositlerin gorinimi, PAS X20.

PAS boyama metodu ile sitoplazmalari pembe- mor renkte boyanan Kupffer
hicreleri, sintzoid limenine ya da duvarina yerlesmis olarak izlendi. Kupffer
hicrelerinin sayisi kontrol grubunda 5.37 + 0.36, CH grubunda 5,70 + 0,39 olarak
bulundu (Sekil 23, 24).

Sekil 23. Kontrol grubunda; sintizoid limeninde izlenen Kupffer hicreleri (oklar),
PAS x40.
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Sekil 24. CH grubunda; Kupffer hiicrelerinin gérunima (oklar), H-E x40.

4.2.2. FA Gruplari

H-E ile boyanmis kesitlerde, bazi hepatostlerin sitoplézmalarimin, yogun
eozinofilik boyandigi izlendi. Bu eozinofil sitoplazmali hepatositlerin, nukleuslar: da
koyu ve piknotikti. Bazi hepatositlerin de; hidropik degisikliklere bagli olarak soluk
boyanmis ve sismis oldugu gozlendi  (Sekil 25, 26, 27 ve 28). Hepatositlerdeki
degisiklikler FA-1 grubunda daha yaygin ve belirgin olarak izlendi. Eozinofil
boyanma siddeti artmis hepatositler, FA-1 grubunda (2.29 £ 0.29) FA-0,1 grubuna
(1.29 £ 0.18) gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1 (p=0.001). Hidropik
degisiklikler ise FA-0,1 grubunda 0.86 + 0.14, FA-1 grubundaise 1.00 £+ 0.31 olarak
tespit edildi. Hidropik degisiklikler bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmad: (p<0.05).
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Sekil 25. FA-0,1 grubu; eozinofil boyanma siddeti artmus (kalin oklar) ve hidropik
degisikliklere bagli olarak sismis hepatositler (ince oklar) izlenmekte, H-E x20.

gorinimu (ince oklar), H-E x40.
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Sekil 28. FA-1 grubu; eozinofilik sitoplézmali hepatositlerin nukleuslar1 koyu olarak
izlenmekte (ince oklar), hidropik degisiklikler (kalin ok), H-E x40.
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Ayrica FA gruplarinda bazi kesitlerde; apoptotik hiicreler gozlendi.
Apoptotik hiicreler, cevrelerindeki htcrelerden belirgin bir halo ile ayrilan
eozinofilik sitoplazmali ve piknotik nikleuslar: ile ayirt edildi (Sekil 29, 30).
YA T P MRy
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i

Sekil 30. FA-1 grubu; apoptotik hicreler (oklar) belirgin olarak izlenmekte; H-E
X40.
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FA gruplarinda dikkat ¢eken diger bir bulgu ise; kesit alamnda ¢ok sayida
rastlanan bintkleer hepatositlerin izlenmesiydi (Sekil 31, 32).

- IO Y e AT

=

Sekil 32. FA-1 grubu; bintkleer hepatositlerin gorunimi (oklar), H-E X40.
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PAS boyama metodu uygulanmis Kkesitlerde, hepatositlerdeki PAS(+)

boyanmanin FA gruplarinda, kontrol gruplarina (Kontrol ve CH) gore azaldigi
gozlendi (p=0.005) (Sekil 33, 34). Bu azalma, FA-1 grubunda (1.86 £ 0.14) FA- 0,1
grubuna (1.57 + 0.20) gore daha belirgin olarak izlenmesine ragmen, gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05).

Sekil 33. FA-0,1 grubu; PAS(+) (kalin oklar) ve (-) (ince oklar) boyanan
hepatositlerin gorinima, PAS x20.

FA gruplarinda, PAS boyama metodu ile (+) reaksiyon veren Kupffer
hicrelerinin, kontrollere gore belirgin olarak arttigi saptandi (Sekil 35, 36). Diger
yandan; Kupffer hiicre sayisi, FA-1 grubunda (11.80 + 0.38) FA-0,1 grubuna (6.95 £
0.35) gore igtatistiksel olarak anlaml1 derecede yikselmisti (P<0,0001).



Sekil 35. FA-0,1 grubu; Kupffer hiicrelerinin gérinimu (oklar), PAS X40.
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Sekil 36. FA-1 grubu; Kupffer hicreleri, FA-0,1 grubuna gore daha yogun olarak
izlenmekte (oklar), PASX40.

4.2.3. FA+CH Gruplari
CH verilmesi, FA-0,1 grubunda izlenen histolojik degisiklikleri istatistiksel
olarak etkilemedi (p>0.05) (Sekil 37, 38 ve 39).
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Sekil 37. FA-0,1+CH grubu; siddetli eozinofilik boyanmis (kalin oklar), ve sismis
(ince ok) hepatositler saglam hepatositler arasindaizlenmekte H-E X 20.

Sekil 38. FA-0,1+CH grubu; PAS (+) boyanan hepatositlerin gorinimi, PAS X20.
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Sekil 39. FA-0,1 + CH grubu; Kupffer hiicreleri yogunlugu, FA-0,1 grubuna benzer
olarak gorilmekte (oklar), PAS X40.

Diger yandan, FA-1 grubunda izlenen eozinofil sitoplazma siddeti artmis ve
glikojen icerigi azalmis hepatositler, FA-1+CH grubunda azalmisti, ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0.05) (Sekil 40, 41). Ancak CH tedavisi;
FA-1 grubunda Kupffer hiicre sayisini azaltti ve hiicre sismesini 6nemli derecede
hafifletti (sirastyla p=0.001 ve p<0.0001) (Sekil 42, 43). Gruplarin histolojik
degerlendirme sonuglari tablo 2 de verildi.
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eozinofilik sitoplézmali ve piknotik nukleuslu

40. FA-1+CH grubu;

hepatositler (oklar), H-E X20.

Sekil

1 grubuna benzer

PAS (+) hepatositlerin gbrinimi FA

1+CH grubu;
e, PAS X20.

Sekil 41. FA-

olarak izlenmekt
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Sekil 42. FA-1+CH grubu; Kupffer hticre yogunlugu, FA-1 grubuna gore azalmis

olarak izlenmekte (oklar), PASX40.

Sekil 43. FA-1+CH grubu; sismis hepatositler, FA-1 grubuna gore seyrek olarak
izlenmekte (oklar), H-EX20.



Tablo I1. Gruplarin histolojik degerlendirme sonuglari.

40

Gruplar Hidropik Eozinofilik Glikojen Kupffer Hicre
Degisiklikler Hepatositler Kaybi Sayisi
1.Kontrol 0.43+0.30 0.14 + 0.14 0.43+0.20 |5.37+0.36
2.CH 0.57 + 0.20 0.29 +0.18 057+0.20 |564+0.35
3.FA-0.1 1.29+0.18%¢ |0.86+0.14%% |1.57 +0.20°° |7.44 + 0.35%
4.FA-0.1+CH 1.14+0.26* |0.71+0.18 143+0.20 |6.90+0.33
5.FA-1 2.29+029% [1.00+03¢ 1.86+0.14° |11.80 + 0.38"
6.FA-1+CH 1.29+018%" |057+0.209 |171+0.29° |9.39+0.35
1.3,4).0), 1.3,4 1.(3,(4, (9. ]1.(3, (4. (5,
(6) 3.(1 (6) (6)
2.(3,(4,(06) |4 2.(3),(4), (5,2 (3), (4, (5),
3.(D, (2,4 (6) (6)
4.(1), (2, (3), 3.(1, (2 3.(D, (2, (4,
(5), (6) 4.(1), (2 (6)
5. (1), (4) P =0,0519 5. (1), (2) 4. (1), (2), (3),
6. (1), (2), (4) 6. (1), (2 (5), (6)
5.(D), (2), (4),
P =0,0014 P=0,0005 |[(6)
6. (1), (2, (3),
(4), (5)
P < 0,0001

& Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml1 derecede artmus, p= 0,0014.
P FA-1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede azalmis, p= 0,0014.
© FA-0.1+CH ile karsilastirildiginda fark anlamsiz, p>0.05
4 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml: derecede yikselmis, p= 0,0519
¢ Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml1 derecede artms, p= 0,0005

" Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml: derecede artms, p< 0,0001

9FA-1 ile karsilastinldiginda fark anlamsiz, p>0.05
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5 TARTISMA

Deneysel olarak gerceklestirdigimiz bu calismada i.p olarak uygulanan distk
dozdaki FA’min karaciger Uzerinde olusturdugu hasar biyokimyasal ve histolojik
diizeylerde arastirilmistir. Ayrica dnemli bir flavonoid olan CH'nin bu olumsuz
etkilere kars1 koruyucu Ozellikleri incelenmistir. Deneysel calismamiz sonucunda
elde ettigimiz histolojik ve biyokimyasal bulgular, konu ile alakali calismalarin
bulgular1 ile kiyaslanarak tartisildh.

Gunluk yasantimizda kullandigimiz endustriyel Grinler, temizlik malzemeleri,
kozmetik Urtnler gibi birgok maddede ve calisma alanlarimin gogunda FA yaygin bir
sekilde kullamlmaktadir (4, 6, 7, 8, 11, 12). FA maruziyeti sonucunda deri, goz,
tedtis, solunum sistemi, santral sinir sistemi ve sindirim sistemi Uzerinde toksik
etkiler olustugu cesitli calismalarda ortaya konmustur (8, 13, 17, 21, 24, 77, 78).

Bir organizma icerisinde, koruyucu etkiye sahip olan antioksidanlar ile
fizyolojik aktivite sonucu veya herhangi bir patolojik durum neticesinde olusan
serbest radikaller arasindaki sistematik dengenin antioksidanlar aleyhine donmesi
oksidatif stresin olustugunu gosterir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan TBARS,
oksdatif hasar1 tespit etmekte kullamlan 6nemli bir parametredir (75, 76).
Yaptigimiz calismada FA uygulanan FA-1 ve FA-0,1 gruplarindaki sicanlarin
karaciger dokularinda TBARS degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
arttig1 gozlendi.

Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistemler, olusan oksidatif hasara karsi
koruyucu rol Ustlenmektedir. Antioksidan sistemler igerisinde enzimatik olarak CAT,
SOD ve GSH bulunmaktadir (77, 78). Yaptigimiz calismada, distk dozda FA

uygulanan FA-1 grubunda bulunan ratlarin karaciger doku 6rneklerinde CAT ve
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GSH enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yikseldigi, SOD
seviyesinin ise anlamli olarak distigi gorulmistir. FA uygulanan FA-0,1 grubunda
bulunan ratlarin karaciger doku Orneklerinde ise GSH enzim aktivitelerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yikseldigi tespit edilirken, CAT seviyesindeki
azalma ve SOD duizeyindeki dusUs istatistiksel olarak anlamli bulunmarmustir.

Zararsiz ve ark. (33), sicanlar Uzerinde yaprmis olduklar: ¢alismalarinda i.p
yolla verdikleri yiksek doz FA sonucu karaciger dokularinda CAT, SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinde artis oldugunu ve lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA
duzeyinde yukselis gerceklestigini bildirmislerdir. Farooqui ve ark. (79) i.p yolla
verdikleri yiksek doz FA'nin  neticesinde safra sekresyonunda glutatyon
konsantrasyonunun arttigini, buna karsilik karaciger dokusunda glutatyon seviyesinin
azaldigint belirlemislerdir. Benzer olarak, Skrzydlewska (80) da yapmis oldugu
calismada, formik asit ve FA’ya metabolize olan metanolin, sican karaciger
dokusunda SOD ve CAT enzim dizeylerinde yukselise neden oldugunu bildirmistir.
Teng ve ark. (81) izole sican hepatositleri ile ilgili deneysel calismalarinda, disik
konsantrasyonlu FA’min bile oksidatif hasara yol agtigim tespit etmislerdir.
Dobrzynska ve ark (82) da, metanol uyguladiklar: sicanlarin karaciger dokusunda
lipid peroksidasyon drUnlerinde artis oldugunu ortaya koymuslardir. TBARS
diizeyindeki bu artis, FA'nin karaciger dokusunda lipid peroksidasyonuna ve dogal
olarak oksidatif hasara yol actigim1 gostermistir. Guleg ve ark. (83) iseratlar Gizerinde
yaptiklart deneysel calismada FA uygulanan karaciger dokularinda SOD ve CAT
enzim aktivitelerinde dustis oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizin - biyokimyasal verileri, disik dozda uygulanan FA’nin

karacigerde oksidatif hasar olusturmast yontyle yukaridaki arastirmalar ile uyum
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gostermektedir (33, 79-83). Yaptigimiz calismada TBARS seviyesinin yukselisi,
disik dozdaki FA’'min karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu ve bunun
sonucunda oksidatif hasar olusturdugunu gostermektedir. Daha ©6nce yapilan bir
calismada, akut patolojilerde olusan asir1 serbest radikal dUretimine karsilik bu artisi
dengelemek Uzere antioksidan enzimlerden olan SOD dizeylerinde artis meydana
geldigi ifade edilmistir (84). Calismamiz subkronik olarak siirdiiginden, devam eden
toksisiteye bagli olarak SOD miktarimin azaldigi ve buna bagli olarak distk SOD
diizeylerinin tespit edildigini disinmekteyiz. Ayrica uzun sireli devam eden FA
maruziyetine bagli olarak GSH ve CAT’in transkripsiyonunda artis meydana
gelmistir. Fakat bu artisin, TBARS seviyesinin yuksekligi ve histolojik bulgular
1s181nda, olusan toksisiteyi engelleyemedigi distinilmektedir.

Deneysel olarak yapilmis 6nceki arastirmalarda, FA’ nin karaciger mikroskobik
yapisinda da degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir. Beall ve ark. (85) FA'nin
karaciger dokusunda lokal hiicresel nekroz odaklar: ve sentrilobiiler vakuolizasyona
yol actigim bildirmislerdir. Zararsiz ve ark. (33) da ratlar Uzerinde yaptiklar:
calismada FA uygulanan grubun 1sik mikroskobik incelenmesinde hepatositlerin
bazilarinin  sitoplézmalarinda vakuolizasyon gozlemlemisler ve bazilarinin ise
hiperkromatik ¢ekirdekli olduklarim saptamuslardir. Ayrica, PAS ile yaptiklar
boyamada portal alan etrafindaki hepatositierin PAS (-) oldugunu, dolayisiyla
glikojenin olmadigim tespit etmislerdir. Gerceklestirdigimiz deneysel calismamizin
151k mikroskobik incelemelerinde ise; FA uygulanan FA-1 ve FA-0,1 gruplariin
karaciger doku orneklerindeki H-E ile boyanmis kesitlerde bazi hepatositlerin
sitoplazmalarinin, yogun eozinofilik boyandig: gortldi. Hepatositlerde gorilen

degisikliklerin FA-1 grubunda daha yaygin ve belirgin oldugu tespit edildi. Ayrica



FA gruplarindaki bazi kesitlerde; apoptotik hiicreler gézlendi. Apoptotik hicreler,
cevrelerindeki hiicrelerden belirgin bir halo ile ayrilan eozinofilik sitoplazmalar: ve
piknotik nukleuslar1 ile ayirt edildi. Kupffer hiicre sayisi, FA gruplarinda kontrol
grubuna gore artis gosterdi. FA-1 grubundaki Kupffer hiicre sayisi FA-0,1 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yikselmisti. FA uygulamamiz sonucunda
karacigerde meydana gelen mikroskobik degisiklikler agisindan calismamiz daha
once yapilan arastirmalar ile paralellik gostermektedir.

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararli
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesikler olup en iyi tammlanms
flavonoidlerden biri CH’dir (46-48). CH'nin bu kuvvetli antioksidan 6zelliginden
dolayr FA'ya bagli olarak meydana gelen karaciger hasarimi Onleyebilecegini
disinduk. FA’min karaciger Uzerinde olusturabilecegi hasarlara karst CH’nin
koruyucu etkisini arastirdik.

Pushpavalli ve ark. (57) d-galactosamine uygulanmis ratlar Uzerinde
yaptiklart deneysel calismada koruyucu olarak CH kullanmalari sonucunda CAT,
SOD ve GSH degerlerinin kontrol grubu lehinde degistigini tespit etmislerdir.
Sathiavelu ve ark. (58) sicanlarin karacigerlerinde etanol ile olusturduklar: oksidatif
hasara kars1 antioksidan olarak CH uygulamalar1 neticesinde CAT, SOD, GSH
seviyelerinin kontrol grubu lehinde yikseldigini bunun yaninda TBARS degerinin
ise kontrol grubu lehinde dustigint bildirmislerdir. Ayrica histolojik degerlendirme
sonucunda CH’nin biyokimyasal sonuclar ile paralel hareket ettigini ortaya
koymuslardir. Ciftci ve ark. (86) ratlar Uzerinde uyguladiklari 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) sonrasi karacigerde olusan gucli oksidatif

hasar1 onlemek amagli CH kullanmalar1 neticesinde CAT, SOD, GSH ve lipid



45

peroksidasyon seviyelerinin anlamli bir sekilde kontrol grubu lehinde degistigini
tespit etmislerdir. Bununla birlikte histolojik degisimlerin biyokimyasal degisimler
ile paralel oldugunu bildirmiglerdir.

Y apmis oldugumuz bu arastirmada da FA uygulamas: sonrast CH uygulanan
ratlara ait karaciger dokularinda yaptigimiz biyokimyasal analizlerde FA-1+CH
grubunda kontrol grubu lehinde bir degisim gozlendi. TBARS, CAT ve GSH
seviyeleri anlamli bir sekilde diserken SOD dizeyi anlamli olarak yikseldi ve
kontrol grubuna yaklasti. FA-0,1+CH grubunda ise CAT, SOD, GSH ve TBARS
diizeyleri kontrol grubu lehinde degisim gosterirken istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Bu baglamda FA-1+CH grubunda CH’nin oksidatif doku hasarini
biyokimyasal diizeyde oOnledigi goruldi. Ayrica FA ile birlikte CH uygulanan
gruplarda Kupffer hiicre sayisinda azalma ve hiicre sismesinde 6nemli derecede
hafifleme goruldi. Ancak eozinofili ve glikojen kaybr istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gostermedi. CH'nin antioksidan etkisine baktigimizda c¢alismamizin
biyokimyasal ve histolojik bulgular1 daha 6nce yapilmis olan arastirmalar ile genel

olarak paralellik gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyokimyasal ve histolojik olarak ratlar Uzerinde gerceklestirdigimiz bu
calisma neticesinde FA’min karaciger antioksidan savunma sistemini zayiflattigi ve
dokuda oksidatif hasara sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica, FA uygulamas
sonucu karaciger dokusu histolojik yapisinin bozuldugu ve apoptozisin olustugu
gozlemlendi. Bunun yam sira FA uygulamasina bagli olarak karacigerde olusan
oksidatif doku hasarinin, mikroskobik degisikliklerin ve apoptozisin CH uygulamasi
ile baskilandig1 ve geriledigi saptand.

Bu sonuglar 151g1nda;

1-Yaygin olarak kullanilan ve distk dozda bile ciddi hasar1 olan FA’ nin
kullanilmasinin kisitlanmasi igin dnlemler alinmali.

2- FA’nin kullamlmasimin zorunlu oldugu alanlarda gerekli koruyucu
tedbirler saglanmalidir.

3- Onemli bir antioksidan olan CH’nin kullanlabilirligini artirici calismalar

yapiimalidr.
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