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OZET

Bu calsmada toltien solunumunun sigcan kataditzerindeki zararli etkileri ve
melatoninin koruyucu etkisinin atariimasi amaclandi.

Bu amacla, 21 adet Wistar-albino cinsi erkek s(@&®-220 gr) rastgelgekilde
Uc it gruba ayrildi. Grup I'deki sicanlar kontrol adér dizenlendi. Grup II'deki
sicanlar, 4 hafta boyunca solunum yoluyla tolieBB0Q ppm/lsaat/giin) maruz
birakilirken Grup llI'deki sicanlara ise tolien wy@masinin yani sira melatonin (10
mg/kg/giin, ip) tedavisi uygulandi.

Deney sonunda dekapite edigmhayvanlardan karager dokulari ve kan
ornekleri alindi. Serum aspartat transaminaz (A%iIgnin aminotransferaz (ALT),
alkalen fosfataz (ALP), total bilirubin ve alblnseviyeleri 6lculdi. Sicanlardan alinan
karacger doku ornekleri rutin histolojiksiemlerden gecirilereksik mikroskop altinda
incelendi. Bununla birlikte dokular, apoptozis warin belirlenmesi amaciyla
immunohistokimyasal olarak avidin-biotin-peroksidgmtemiyle boyandi. Karager
doku o6rneklerinde superoksit dismutaz (SOD), glhatat peroksidaz (GSH-Px) ve
katalaz (CAT) aktiviteleri ile malondialdehit (MDASgeviyeleri 6l¢uldu.

Toltenin serum ALT, AST ve doku MDA duzeylerindeednli oranda ar§a,
serum albimin oranlarinda ise azalmaya nedengojdounun yani sira serum ALP,
total bilirubin ve doku SOD, GSH-Px ve CAT duzeyeretkilemedgi gorulda.
Melatonin tedavisinin serum ALT, AST ve doku MDAvselerindeki artgi 6nledgi,
ancak serum albimin miktarindakigsemi etkilemedgi belirlendi.

Toliene maruz kalan siganlarigiki mikroskobik dgerlendirmesinde; g
dejenerasyon, balon dejenerasyon, sinlUzoitlerdeslgeme ve hiperemi ile orta
derecede perisentral fibrozis goruldi. Ayrica imotiistokimyasal incelemede,
kontrol grubuna oranla Bax immun reaktivitesinddirgm artis gozlendi. Tollen
uygulanmg hayvanlara melatonin verilmesiyle Bax immun reatdsindeki ariin
azaldgl ve dier histopatolojik dgsikliklerin kayda dger oranda diizelgi goruldi.

Sonug¢ olarak, bu biyokimyasal, histopatolojik ve momohistokimyasal
calsmada tollen toksisitesi sonucu kagecde oksidatif doku hasari ve apoptozis
meydana geld ve bu hasarin melatonin tedavisiyle 6nemli Gl¢cidedendgi ortaya
kondu.

Anahtar Kelimeler: TolUen, melatonin, karager, apoptozis,

immunohistokimya.



ABSTRACT
An Investigation on Possible Liver Damage and Prottive Effect of Melatonin in
Toluene-Inhaled Rats

This study was designed to investigate the hareffatts of toluene inhalation
and protective effects of melatonin in the liverats.

For this purpose, 21 adult male Wistar-albino (280-220 g) were randomly
divided into three equal groups. Animals in groupdre used as control group. The
rats in group Il were exposed toluene (3000 ppmif/bday) for 4 weeks, while the rats
in group Il treated with melatonin (10 mg/kg/d&y), plus toluene inhalation. At
the end of the experimental period, the liver alwbd samples were taken from the
decapitated animals. Serum aspartate aminotrassfed&T), alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (ALP), total bilirukand albumin levels were determined.
Liver tissue sections were stained with routingdhigical methods and examined
under the light microscope. In addition, the sasplere immunohistochemically
stained using avidin-biotin-peroxidase method fetednination of apoptosis. The liver
tissue activities of superoxide dismutase (SODJtaghione peroxidase (GSH-Px),
catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA) levelsevmeasured.

Toluene significantly increased serum ALT, AST atissue MDA, and
decreased serum albumin, but did not affect seruf, £otal bilirubin and tissue SOD,
GSH-Px and CAT levels when compared with contrblge increases in tissue MDA,
and serum ALT and AST levels induced by toluenealiafion were significantly
inhibited by melatonin treatment, while no sigraint change was observed in serum
albumin level.

In light microscopic examination of liver tissueerh rats inhaled toluene, fatty
change, ballooning degeneration, dilated and hypiersinusoids, and mild pericentral
fibrosis were observed. In addition, immunohistoolval examination showed that
Bax immunoreactivity was significantly increasedngared with controls. Melatonin
treatment significantly decreased Bax immunoredygtand considerably ameliorates
the histopathological changes.

In conclusion, this biochemical, histopathologieald immunohistochemical
study revealed that toluene inhalation causes tixelanjury and apoptosis in the liver,
and that melatonin treatment significantly preveénése events.

Key Words: Toluene, melatonin, liver, apoptosis, immunohiseistry.
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1. GIRIS

1.1. Toluen
1.1.1 TolUenin Kimyasal Yapisi ve Formalu
Tolien (GHsCHs- CAS No: 108-88-3) berrak, renksiz, keskin vg kokusu

olan ucucu bir sivi hidrokarbondwgdkil 1). Metil benzen, metil benzol, fenil metan
ve toluol gibi isimler ile de aniimaktadir (1, 24,4 °C (40 °F) Uzerindeki
sicakliklarda kolayca tugabildigi icin, oda sicakliklarinda yanma tehlikesi s6z
konusudur. Tollien birgok organik solventle kolajeaisim yaptgl halde suda ¢ok
zayf bir sekilde ¢ozundr. Ygunlugu daha az oldiu icin suyun yizeyinde kalir (2,

3). Temel belirleyici 6zellikleri gagiya cikartiimsgtir (1-5).

Cas no

Gordnim
Molekdl formali
Molekul agirlig
Kaynama noktasi
Donma noktasi
Yogunluk

Erime sicakig
Buhar basinci
Parlama noktasi
Spesifik girli gl
Gaz ygunlugu
Cozunarluk

Koku esigi
Konversiyon faktori

Koku tanimlamasi

: 108-88-3
: Berrak, renksiz sivi
: GHsCH;3

: 92,13 gr/mol

: 111 °C (760 mm/Hg)
:-139°C

: 0,861 g/crh
:-95°C

: 28,1 mm/Hg
:4°C

: 0,87 (su=1)
: 3,2 (hava=1)

: Organik solventlerle kgabilir

: 0,08-8 ppm

: 1 ppm = 3,76 mgi@s °C)
. Bk ve yanik
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Sekil 1. Toluenin kimyasal yapisi (2)

1.1.2 Uretimi ve Kullanimi

Toluen dg@ada ham petrol ve tolugacinda bulunur (6). Ham petrolden
benzin ve dier yakitlarin aystiriimasi ve kok kémiriniin yanmasi sirasinda ortaya
cikar (1, 7, 8).

Insanlar icme sulari, yiyecekler, hava vaittietiiketim drtinleri aracifiiyla
toliene maruz kalabilirler (6). Tolien maruziyatintemel kayng benzindir.
Benzinin yaklaik %5-7 &irligini tolien olgturur. Atmosfere benzinin Uretilmesi,
tasinmasl ve yanmasi sirasinda salinir. Tolien miktaren fazla oldgu yerler
rafineriler ile benzin istasyonlarina yakin olanrlge ve trafgin yogun oldyu
bdlgelerdir. Atmosfer kaynakli olmayan (toprak,\dwu) toliien saliniminin %21’'inden
daha az bir oranda olgu tahmin edilmektedir (9). Yarilanma émri yaklkaolarak
13 saat olan atmosferdeki toltenin, hidroksil ratlife reaksiyona girmesi
yogunlugunu gitgide azaltir. Tollen petrol trtnlerinin érkndan dolayr bazen icme
sularina da kagabilir (7). Ev icerisindeki tolienin kayga ev halkinin kullang
arinler ve sigaradir. Sigara kullananlar her bgasada 80-100 mikrogram (ug)
tollene maruz kalirlar. Tollen iceren Urlnlerigibda; boyalar, boya incelticiler,
vernik, gomalak, pas onleyiciler, yapricilar, solvent tabanli temizleyiciler ve bazi
temizlik Grtnleri gelir. Ayrica kozmetik drtnlerdde solvent olarak kullantlir.
Sanayide ise, daha toksik olan benzenin yerineetokullanimi giderek artmaktadir.
Bunun yani sira, derinirglenmesi sirasinda ve bazi kimyasgéinler sirasinda da

tolUen kullanilmaktadir. Benzil kloriir, benzoik tasfenol, krezol, vinil toltien, TNT,



tolien diizosiyanat yapiminda da tolien kullanimygindir (9, 10). Butlin bunlar
incelendginde & yasaminda bircok insanin tollene maruz kaldgerceiyle
karsilasilir (1, 7). Meslek gruplari icerisinde en cok alaki kcileri, benzin
istasyonu, rafineri ve deri sanayisi gahlari, boyacilar, matbaacilar, kaportacilar,

oto sanayi ¢aganlari risk altindadir (7).

1.1.3 Standartlari, Kabul Edilebilir Sinirlari ve Letal Dozu

Tollen petrol Grinlerinin oldiu her yerde havada ve suda belirli oranlarda
bulunur. Toltenin varfiini gésteren en 6nemkaretlerden biri kokusudur. Havadaki
koku eik degeri 8 ppm’dir. Bu oransiyerlerinde izin verilen Ust gerin 1/25'i
kadardir. Amerikan Cevre Koruma Orgutii (EnvironnaérProtection Agency -
EPA) icme suyunda litrede 1 mg toliene izin vatmi(8). Avrupals Saligl ve
Guvenligi Ajansi (The Occupational Safety and Health Adstiraition - OSHA) ¢
yerlerinde 8 saatlik ¢aima icin 200 ppm’e kadar izin verstir. Ust siniri ise 300
ppm olarak belirlemstir (2, 8). EPA icme suyunda 20 ppm i¢in 1 gin,pBnpicin ise
10 gunden fazla maruz kalinmamasini dnermektedirHHavadaki tolien miktari,
endustri alanlarina yakin olmayaehir merkezi ve yakin cevresinde 1 ppm’in
altinda bir dgere sahiptir. Sigara icmeyen ve tolien iceren @nmlilgili bir iste
calsmayanlarin, gunde yaklk 300 pg toliene maruz kaldiklari tahmin
edilmektedir. Gunde bir paket sigara tlketenlewokkak yaklaik 1000 pg toliene
maruz kalirlar. Cajma ortaminda 50 ppm oraninda toltien bulunan sbyrerinde
calisanlar ise yaklgik olarak giinde 1000 mg toliiene maruz kalirlar (6).

Insanlarda 10.000 ile 30.000 ppm arasindaki toliianumiyetleri koma ve
olumle sonuclanir (9). Hayvan deneylerinde tolUesrialama letal dozu (LD50) rat,
fare, tagan ve kobaylarda farkli oranlarda belirlegtini Bizim de calsmamizda
kullandgimiz  siganlarda, oral LD50 geri 2600-7530 mg/kg arasinda
degsismektedir. Deri ile aliniminda ise bu doz 1,5 ilek& oraninda artmaktadir.
Solunum yoluyla alinmasi durumunda ise letal kotraagon dgeri (LC50); 20,299-
153,200 mg/m (5.300-40.000 ppm) arasinda bigdee sahiptir. Bu konsantrasyon

degerlerinin farkhligi maruz kalma zamani ve farkh turlerden kaynakléa).



1.1.4 Vucuda Alinimi, Dagihmi, Metabolizmasi ve Atilimi

Toluenin en c¢ok alinmgekli havada bulunan tolien buharinin solunum
yoluyla inhale edilmesidir. Bunun ginda sindirim ve deri yoluyla da vicuda
alinabilir (11).Insanlarda toliien, solunum yoluyla alindiktan 10ysasonra arter
kannda tespit edilmgtir (9). Tollen solunum yoluyla alinginda, 15 ile 30 dakika
icinde, sindirim yoluyla alinganda ise 1-3 saat icerisinde kanda en yuksek
seviyesine ulgr. Sindirim yoluyla alinan toliien, solunum yolumazaran daha
yava bir sekilde absorbe edilir, ancak solunum yoluyla algnutia yaklaik yarisi
absorbe olurken sindirimle alinmasi durumunda tamarnyakini absorbe olur.
Dinlenme durumunda alinan tolienin yakka%50’si akcgerler tarafindan absorbe
edilir (7, 11). Toluenin deri yoluyla absorbsiyorkcigerle olan absorbsiyonun
yaklasik olarak %21'i kadardir. Bununla birlikte sivi haldderiyle temas olursa

absorbsiyon miktari da artar (9).

1.1.4.1 Dagilimi

Toluen suda ¢ok az ¢Ozinebilen aromatikhidrokarbondur. Absorbsiyonu
takiben, tolienin bdica ya ve yadan zengin dokular ile iyi kanlanan dokular
olmak Uzere, tum vicutta gidig1 gorular (2, 7, 9). Absorbe edilen tolien, sirksiy
azalan oranlarda gadokusu (beyaz ve kahverengigydokusu), mide, karager,
bobrekler, kemik ilgi, beyin ve dalakta tespit edilebilir. Toluen ahkin bg saat
sonra beyaz yadokusunda en dst seviyesinesuleki, bu seviye ayni zaman da
kandaki oranin yakkak 250 katidir (2). Tutkal soluyarak oOlersikerin karacger ve
beyninde yiksek oranda tolliene rastlanir. Yineismdyoluyla toltien aldiktan kisa
bir stre sonra dlen §lerin karacgerinde yiksek oranda tolien bulunur (9). Ayni
yogunlukta toliene maruz kalan egzersiz yapaglekin deri alti y& dokularinda
dinlenme halindeki kilere oranla 10 kat daha fazla tolten birikir. Kilonsanlarda
yag dokusu fazla oldgundan tolien birikimi, kilosu diik kisilere nazaran 5 kat
daha fazladir (2).

1.1.4.2 Metabolizmasi
Buyuk bir kismi karagerde metabolize edilen tolten, ilk 6nce kagacie
bulunan sitokrom P-450 enzimi yardimi ile yan zinkidroksilasyonuyla benzil



alkole dongturalir. Daha sonrada alkol dehidrojenaz enzimiyézaldehide ve
aldehit dehidrojenaz enzimi tarafindan da benzsideadongturulir. Benzoik asit
glisinle konjuge olarak (birkerek), tolienin idrardaki nihai ve gieca metaboliti

olan hippurik aside donir (8, 9). Buna ek olarak kucuk bir miktar benzaiit

glisin yerine glukronik asit ile konjuge olarak lzeil glukronid olarak atilir. Tolien
%1 den daha az bir oranda da orto ya da para kferwillarina hidroksillenip,
glukronid ya da sulfat ile birkerek, minor metabolik yol diye bilinen yol ile idea
gonderilir (2, 9, 12).

1.1.4.3. Atilmasi

Vicuda alinan tolienin yaldk %18’i akcigerlerden serbest tollen olarak di
ortam havasina, %2’lik kismi ise tolien metabdiitlealinde safra yolu ile atilir.
Yaklasik %80'i ise sitokrom P-450 oksidaz (CYTP-450 oleziyl enzim sistemi
yardimiyla dongttrilerek balica iki ana metabolit halinde idrarla atilir (7, B3).
Birincil metaboliti hippurik asit olan tollenin ikeil metaboliti ise orto krezol dr.
Burada kawikliklara meydan verilmemesi icin, orto krezol'ligara icen insanlarda
da idrarda tespit edilebilegmin bilinmesi gerekir (13). Hippurik asidin atilisia
tolien alinimindan itibaren yaklé 24 saat sonra tamamlanir (9).

1.1.5 Toksik Etkileri ve Toksisite Belirtileri

Tolien maruziyetinin okturdusu klinik tablo maruziyet miktari ve sireyle
ili skili olarak desisir. Bagimliligina sebep olan keyif verici etkisinin yaninda, uzun
sureli ve orta dizeyde maruz kal@iehda ba agrisi, yorgunluk, konflzyon,
halsizlik, dengesiz hareketler, hafiza zagifli mide bulantisi ve stahsizlik
gorulebilir. Cok kisa surede yuksek miktarda tokienaruz kalinmasi durumunda
bas donmesi hissedilir. Maruziyet uzarsa, sersemlijgklama hissi ve hatta 6lim
meydana gelebilir. Toluenin duzenli araliklarla afsyonu, kalici beyin hasari
olusturabilir. Ayni zamanda konma, duyma, gérme vesiime problemleriyle
birlikte kas hareketlerinde kontrol kaybi ve menkabiliyette azalma meydana
gelebilir (4, 6, 7). Kronik maruziyetin sonucu a&r karacger, bobrek ve sinir
sisteminde hasar alabilecei gibi deride de kontak dermatit meydana gelelg8iy.

Ucucu madde kullanimina gla gelisen ani 6lim nedenleri agtarildiginda, otopsi



sonucglarinda ani  6lumU aciklayacak herhangi bir tank bozukluk
saptanamangtir. Bu nedenle olumlerin ventriktl kokenli ritimobukluklarina bali

gelistigi dUsUnUlmistar (14).

1.1.5.1 Karaciger Uzerine Toksik Etkileri

TolUenin karagier Uzerine toksik etkilerini gOsterir bircok gaha
bulunmaktadir (15-17). Tollen iceren maddelere migen sonrasinda olumsuz
yonde dgisen karagier fonksiyon testlerinin yani sira (15, 17, 18)ti@ksidan
enzimlerde azalma (19), kargerde bluyume, hepatik parankimde ekojenitesiart
tespit edilmg, makrovezikuler ve mikrovezikiler dejenerasyonaniysira hepatosit
nekrozu ve balon dejenerasyonu gozlemtim(20). Tolien karagerde yikildgi icin
karacger hastafii olan kiiler toliiene kayn daha duyarlidirlar. Ozellikle salisilat ve
alkol gibi maddeler tolien metabolizmasini komgfettarak inhibe ettiklerinden
dolay! alkol ya da karagerde metabolize olan ilaglar kullanarsilér tolienden
daha fazla zarar gorirler (1). Yine yiksek miktatddiene maruz kalan madde
bagimhlarinda (tiner ve yapitirici soluyanlar),siddetli karacger hasari oldgunu
gosterir cakmalar mevcuttur. Organik solventlere sdk dozda ve kronik
maruziyetin siroza yol acabilegiei gosterir camalar da bulunmaktadir (7).

1.1.5.2 Sinir Sistemi Uzerine Toksik Etkileri

Toluen lipofilik 6zelliginden dolayi hiicre duvarindaki lipit yapisinggrir
ve proteinlerle etkilgme girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini @mli
oranda artirarak membran sghkanhgini artinr (21). Olgturdusu bozukluklarin
oraniyla doz cevap #kisi tam olarak belirlenemestir. Toliene maruz kalan insan
ve hayvanlarda ilk etki santral sinir sistemi deymnudur. Yiksek
konsantrasyonlarda gBr ugcucu maddelerle benzer olarak psikomotor hesaud,
lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonradaibisyon, ayakta durma
refleksinin kaybolmasi ve sedasyon gibi etkilerrdra (11, 22, 23). Tolien bu
etkileri gabaerjik, glutamaterjik, serotonerjik, p#oninerjik yolaklar etkileyerek
yapar (24, 25). Toluen, cerebellum ve hippocampuspoptotik nérodejenerasyona
yol acar (26). Ayrica serebellar, piramidal bozlkdkdwm, periferik néropati, optik

atrofi, sinirsel gitme kaybli, bilgsel fonksiyonlari da iceren gecici ve kalici haama|



da yol acar (11, 22). Kronik toluen gealilarinin MRI gorintilemelerinde beyaz
cevher atrofisi ve bununla gkili olarak klinik bulgular vardir (27). Ayrica tden

periferik sinirlerde de hasara yol acar (22, 28).

1.1.5.3 Goz ve Deri Uzerine Toksik Etkileri
Toluen ya&da c¢ozunebilir oldgundan, deride irritasyon ve hasara sebep
olabilir. Tolien bazli maddelere maruz kalan inaedd bu hasarlar goérular. 750
mg/nt ve lizeri konsantrasyonda tolilene maruz kalan iastm gozde irritasyon
olusurken, 1500 mg/fhve Uzeri bir oranda ise lakrimasyona sebep oliirekD
kornea ile temas egfinde ise korneada hasar meydana gelir (5).

1.1.5.4 Teratojenik Etkileri

Tolien bgmlisi annelerin dgerlendirilmesiyle tolien embriyo-patolojisi
literatirde tanimlanngiir. Tollen b&mlisi annelerin ¢ocuklarinda; embriyolojik
donemde intrauterin gefne gerilgi, mikrosefalik ve dismorfik 6zellikler (kisa
palpebral yarik, derin yegenli g6z, kicuk yiz, d§iikk kulak, mikrognati, spatula
seklinde parmaklar ve kisa tirnak) tespit edsini Yasla birlikte; gelsme gerilgi,
lisan problemi ve serebellar disfonksiyon gibi getisel gerilikler goraltr (10).
Prenatal tolien maruziyetini gosteren bircok hagahigalsma yapiimgtir. Bunlarin

bircogunda gekme gerilgi ve iskelet anomalileri saptangtir (10, 25).

1.1.6 Kanserojenik Etkileri

Toliene maruz kalmiinsan ve hayvanlar Uzerinde yapilan gahlarda
tolienin kansere neden olmadgosterilmgtir. Ayrica Uluslararasi Kanser Agarma
Ajansi (The International Agency for Research omd@alARC) ve Amerika
Birlesik Devletleri Halk Sgligi Merkezi (U.S. Department of Health and Human
Services-DHHS) tolteni kanserojenik maddeler adssisaymamaktadir. Ayrica
tolienin kanserojenik etkilerini @erlendirecek yeterli ¢aima bulunmamaktadir
(29).



1.1.7. Toltenin Toksik Etkilerini Artiran Faktorler
Toluen karagierde metabolize edilgh icin karacger hastaii olan Kkkiler
tolienin akut etkilerine daha duyarlidirlar. Dahacéden noérolojik ve kalp
rahatsizlgl olanlar da daha fazla risk altindadirlar. Salisive alkol, kompetitif

olarak tolienin yikimini durdurduklari i¢in toluerntioksik etkilerini artirirlar (1).

1.1.8 TolUenin Kétuye Kullanimi

Atmosferde belli bir oranda tolienin bulunmasi Kesin toliiene maruz
kaldiginin bir gostergesi olmakla birlikte, megilegeresi bu toksik maddeye daha
yogun bir sekilde maruz kalanlarin sayisi azimsanmayacak kedlaur. Bununla
birlikte madde kotuye kullaniminda toltenin yerdakca 6nemlidir. Tollen ve
benzeri ucucularin kéttiye kullanimi Amerika Bgile Devletleri gibi gelsmis
ulkelerin yani sira daha az gmtis Ulkelerde de 6nemli bir problemdir (24, 30).
Ucucu madde @amlihg en ¢cok 14-15 ydar arasindaki cocuklarda goérular. 17-19
yas diuzeylerinde bazilari Banliktan kurtulduklari icin bu ydarda b&imlilk
orani diger. ingiltere de 15 yana ulamis cocuklarin %3-5 kadarinin hayatinin
herhangi bir doneminde ucucu madde kokiadhelirlenmi ve bu ya grubundaki
250 c¢ocuktan bir tanesinin yaprici madde bamliligi nedeniyle tlke genelinde
¢esitli ihtisas hastanelerinde tedavi gopgdianigiimistir (14). Bazi kullanicilarin
eriskin donemlerinde de ucucu madde kullanmaya devaiklegt gorulir (31).
Toluen b&mhlarinda paranoid psikoz, parkinsonizm, gs&l bozukluklar (kognitif
hasarlanma) ve serebeller bozukluklar gibi noérkloye psikiyatrik birgok
rahatsizliklar ortaya cikar (10). Yapilan g@inamalar ugcucu madde Banlilarinin
%90 oraninda toluen, %5 oraninda klorlu hidrokatQre3 oraninda bitan ve %2
oraninda dier ucucu maddeleri kullandiklarini gostegtini (11). Ucuz ve kolay
bulunabilir old@gundan dolay! tolien amlilarinin tercihi sikhkla tutkal (20) ve
tinerdir (19).istem dgi maruziyet isesi dolayisiyla olmaktadir ki en fazla kaporta

iscileri, boyacilar (16), ayakkakydileri (17, 32), matbagg¢ilerinde (33) gorular.

1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar
Dis orbitallerinde ortaklanmami elektron talyan ve dger biyolojik

materyallerle reaksiyona girmegikmine sahip atom veya molekillerserbest



radikal adi verilir (11, 34). Molekiler oksijen insan vigcunda bittn hicrelere
hicbir zorlukla kagilasmadan girerek dokularda c¢ok fazla kullaniima 6geie
sahiptir. Yapisi itibariyle de radikal olmaya coigun old@gundan serbest radikal
denilince aslinda serbest oksijen radikalleri, garelaktif oksijen turleri (ROS) akla
gelir (34). Serbest oksijen radikalleri hidroksDH"), stperoksit (@), nitrik oksit
(NO) ve hidrojen peroksit (#D.) radikalleri gibi dgisik kimyasal yapilara sahiptir.
Basta mitokondriyal elektron transportu olmak Uzererabiyotik metabolizmasi,
fagositik aktivasyon, ¢itli sentez ve degradasyon reaksiyonlari gibi a@sij
gerektiren durumlarda ROS elur (35, 36). Bunlarin dinda bazi kiguk
molekdllerin oto-oksidasyonu (tiyoller, katekolan&n hidrokinonlar, flavinler,
antibiyotikler gibi), ROS olsumuna katkida bulunur. Ayricaskerin maruz kaldg;
stres, radyasyon, antineoplastik ajanlagifk&ligl artirici bazi maddeler, hiperoksi,
pestisitler, anestetik maddeler, sigara dumanareenatik hidrokarbonlargibi bazi
eksojen ajanlar da vucutta ROS gimuna sebep olur (34). Bir aromatik
hidrokarbon olan tolienin de oksidatif stresstluarak dokularda hasara yol &gtn
gosteren ¢ok sayida gaha mevcuttur (11, 20, 22, 28, 32, 33, 37).

Serbest radikallerin artmasi veya antioksidan eleimazalmasiyla, serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindéigenin bozulmasi sonucu
oksidatif stres ve oksidatif hasar g@lw. Oksidatif stresin ve oksidatif hasarin
enflamasyon, ydanma, ateroskleroz, iskemik hasar, karsinogend® pQircok
hastalgin olusmasi ve ilerlemesinde roli vardir (38, 39). Oksijesiiperoksit
radikaline (Q") bazi demir-kukirt iceren yukseltgenme-indirgensreimleri ve
flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son deretksik olan ve hicre hasarina yol
acan @, bakirli bir enzim olan superoksit dismutaz (SCQacilgiyla hidrojen
peroksit (HO,) ve oksijene cevrilir. Superoksit grubundan dalagifzetkili olan
H,0,, dokularda bulunan katalaz (CAT), peroksidaz weaglon peroksidaz (GSH-
Px) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayiile Griinlere dongturtlerek
etkisiz hale getirilir (36, 38).

Lipit peroksidasyonun en énemli tGrini olan maloludibit (MDA), U¢ ya da
daha fazla cift ba iceren yg& asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir.
MDA, hicre membranlarindan iyon glerisine etki ederek membrandaki

bilesiklerin capraz bglanmasina yol acar ve iyon gecirggmin ve enzim



aktivitesinin dgisimi gibi olumsuz sonuclara neden olur. MDA, DNA'nnitrojen
bazlari ile reaksiyona girginden mutajenik, hicre kulturleri igin genotoksile v
karsinojeniktir (40).

Gunumizde oksidatif stresin apoptozisislatan 6nemli faktérlerden biri
oldugu kabul edilmektedir. Oksidatif stres kalsiyum delegini ve mitokondri
membran potansiyelini @etirerek mitokondride hasara yol acar. Hem mitokondr
hemde DNA hasarina yol acan oksidatif stres, hiieqegptozise surikler (35, 41).

1.3. Melatonin
1.3.1. Pineal Bez
Pineal bez (epiphysis cerebri, corpus pineale, dylen pinealis), insanda
colliculus superiorlar, pulvinar thalami ve splemiworporis callosi arasina yegieis
5-8 mm uzunlgunda, 3-5 mm gegliginde ve 120-150 mggaliginda kigik koni
seklinde ndroendokrin bir organdir (42, 48gkil 2).

Corpus pineale

|||

Sekil 2. Pineal bezin anatomik konumu (44).
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Insan pineal bezi arteria cerebri posterior'dan layria. choroidea
posterior'un ince dallari araciliile beslenir. Pineal bez, bébrekten sonra ik
fazla kanlanan organdir. Ven6z drenaji Galen vebmalan kicuk venler araci
ile sgzlanir. Kapiller yapisi aysik yapilanma gosterir ve kan beyin bariyeri yoktur
(45).

Pineal bez parankimasinda pinealositler ve gliarél@ér olmak Uzere iki tip
hiicre yer alir. Pinealositler parankim hicreleringogunlugunu olwturur.
Noroendokrin fonksiyona sahip olan bu hicrelerdae)atonin, seratonin ve bazi
pineal peptidler salgilanir. Daha az sayida olaal dilicreler ise parankimada
bulunan destekleyici hiicrelerdir (42, 46, 47).

Pineal bezin endokrin aktivitesi gir endokrin organlardan fakli olarak
sinirsel innervasyona Bhdir. Isik ve Kkaranlik, pineal bezden melatonin
salgilanmasinin dizenlenmesinde 0Onemli bir roleipsah Genel olarak stk

melatonin yapimini azaltir, karanlik ise artiriv (48).

1.3.2 Melatonin Genel Bilgiler

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) (4Rekil 3), néroendokrin bir
organ olan pineal bezden, sirkadiyen ritimde veakbkta salgilanan bir hormondur
(50, 51). Melatoninin pineal bezdenska, retina, barsak gibi organlardan da
sentezlenir. Pineal bez sthda Uretilen melatonin miktari ¢cok dik bir oranda
oldugu icin kan melatonin seviyesine etki etmez (45,. 232 molekul airhigina
sahip melatonin bir indol turevidir (43, 45, 53).ag¢da ve suda c¢Ozunebilen
melatonin, gugclu bir antioksidan olma 6zghiin yani sira, daha birgok fonksiyona
sahip bir hormondur (51, 52, 54).

|
KCHJ N CH,
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5 2 O
6
8 N1
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H

Sekil 3. Melatoninin kimyasal yapisi (49)
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1.3.3 Melatonin Sentezi

Melatonin pineal bez parankimasinda bulunan ndolerin fonksiyona sahip
hiicreler olan pinealositler tarafindan salgilad, (46, 47). Melatoninin sentezi ve
salinmasi karanlikta artarken aydinlikta azalir.laainin bu kontroll, glandula
pinealis’in parankimasi igerisindeki post gangllosempatik sinir uclarinda salinan
en onemli ndérotransmitter olan norepinefrin saydsigerceklgr (55). Isik nucleus
suprachiasmaticus’u uyarir. Uyarilan nucleus supastnaticus’tan gin boyunca
norepinefrin salinimi olmaz. Karanlikta ise bu mekma devre di kaldgi icin
norepinefrin salinimi ar. Norepinefrin, pinealosit membranindgkiadrenerjik
reseptorler Uzerinden adenilat siklazi aktive ekdecAMP’yi dolayisiyla da

melatonin yapimini artirir (43, 56€kil 4).

NPV p| Mesencephalon
Hypothalamus Medulla
spinalis
Triptofan Preganglionik
lifler
, o Pinealosit B-Adrenerjik
/ S-Hidroksitriptofan reseptor «__
ATP

5-Hidroksitriptamin cAMP

lNAT Protein '/ C
sentezi

M-Asetilserotonin

& lHIOMT

Melatonin

Postganglionik

C-Kinaz
lifler

o-Adrenerjik
reseptar

Sekil 4. Melatonin  biyosentezi kontrol mekanizmasi (43). HIR Tractus
retinohypothalamicus, NCS: Nucleus suprachiasmstiddPV: Nucleus paraventricularis, GCS:
Ganglion cervicale superior.

Melatonin, serotoninin N-asetilasyonu sonucu megdgeimektedir. Sentezin
ilk asamasinda hucre icerisindeki triptofan, triptofahi@roksilaz enzimi tarafindan

5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan ise L@matik aminoasit dekarboksilaz
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(dopa dekarboksilaz) arag@ilyla 5-hidroksitriptamin’e (serotonin) dostiralir.

Serotonin de N-asetiltransferaz ile N-asetilseroten ve son olarak N-
asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz ziem tarafindan melatonine
donigtaralor (43, 55, 57) Sekil 5). Melatonin sentezinde gorev alan N-

asetiltransferaz enzim miktari karanlikta, 15-30Kadar artar (55).

CHZ—CH Triptofan
COOH

nptofan-s-mdroksnaz
NH;

CH: S-H idroksitriptofan
COOH

5HTP dekarboksuaz

—_ 5-Hidroksitriptamin

N-asetiltransferaz (NAT)

Ho/ ‘ CH;—CH,—NH—C —CH, N-Asetilserotonin
J
\\ N

H
lHidrcksiindd-o-mettltransferaz {HIOMT)

o=

CHO >~ CH—CH,—NH —C—CH, Melatonin

L "

8]

NS

Sekil 5. Melatonin sentezi (58).

1.3.4. Insanda MelatoninUretimi
Insanlarda melatonin diizeyi giin icerisindgiglklik gosterir. Karanlgin ilk
saatlerinde hgayan hormon sekresyonu, gece yarisi pik yapar. (88)iskinlerde
ortalama plazma melatonin seviyesi 60-70 pg/ml Mielatoninin balica metaboliti
olan 6-hidroksi melatonin stlfatin (6-HMS)’ en yiékskonsantrasyonu ise 80-100

13



pg/ml'dir. 6-HMS’nin %70-80'i gece idrarinda atilirMelatonin ritminin en
karakteristik Ozelli, normal bireylerde gunlik ve haftalik olarak ta#anabilir
olmasidir. Birey icerisinde @esmezlige rggmen bireyler arasinda ritmin amplitidi
acisindan cok buyidk bir geiklik vardir (54). Cushing sendromu gibi bazi
endokrinopatilerde bu ritmin kaybolmasi, melatonihiormonal aktivitedeki 6nemi
gosterir.  Klinefelter sendromu, Turner sendromu, or@sis vulgaris,
myelomeningosel ve sarkoidoz gibi bircok hastaliki@atoninin hem ritmi hem de

salinim miktar1 bozulur (58).

1.3.5 Melatonin Metabolizmaa
Melatonin hidroksilasyonla (6-hidroksimelatonin’&aracgerde hizli bir
sekilde metabolize edilir (58). Baca metaboliti, 6-HMS dirinsanlarda eksojen
melatoninin kisa bir metabolik yari dmri (20-60 )dike biyuk bir hepatik gegi
etkisi vardir. Yapilan ¢cajmalarda melatonin verilen deneklerde serum ile ik
degerlerinin Kkiler arasinda farklilik gosterglibu yizden de melatonin kullanilirken
dikkatli olunmasi gerekdi vurgulanmgtir (54).

1.3.6 Melatoninin Antioksidan Etkileri ve Mekanizmasi

Melatonin hem ygda hem de suda ¢6zunebilir 6zgdlisahip oldgu igin,
cekirdek dahil hicrenin her kismina kolaylikla salailir. Bu 6zellik, DNA'nin
oksidatif hasara karkorunmasinda, melatonine bir Ustlinliklaa Bunun yani sira
melatonin kan-beyin bariyerini de kolaylikla gecee bu 06zellgiyle beyin
dokularinda da antioksidan etkiye sahip bir hornmiteligini tasir (51). Yapilan
deneysel ¢cadmalar, melatoninin dgrudan serbest radikal giderici olglunu, dolayl
olarak ise antioksidan enzimleri stimtle ederekodstdan etki gostergdini ortaya
koymuslardir. Melatonin hicre ici antioksidan olan glyat sentezini stimule
ederken, nitrik oksit (NO) sentezini ise inhibe ed@ntioksidan enzimlerin
ekinliklerini artirma kabiliyetine sahip olan medain, antioksidan enzimleri
oksidatif stresten de korur. Mitokondrideki elektr&ransport zincirinden elektron
sizintisini 6nleyen melatonin, serbest radikalimet azaltarak zincirin etkingini
de artirir. Melatonin hiicre membranini oksidatltisdara kagl daha dayanikli hale
getirirken nikleer DNA'y1 da oksidatif hasardan ko(48, 49, 59)ekil 6).
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Sekil 6. Melatonin antioksidan etkisi (49).

Dustik dozda verilen melatoninin, antioksidan 0Oza@liden dolayi
yaslanmaya kan organlari korudgu, antioksidan enzimlerin duzeylerini artgdi
bildirilmi stir (60). Dsaridan verilen melatonin en az fizyolojik melatokadar etkili
oldugu ve beyin iskemi-reperflizyon hasarina skakoruyucu etkisi oldgu
gosterilmgtir (61). Yine melatoninin, formaldehit (62), kanb tetraklortr (CG)
(63-65), yuksek oranda tolten ihtiva eden tiner, @® 23), tutkal (20) gibi toksik
maddelerin ¢gtli doku ve organlarda oksidatif stres yoluyla gludugu hasari

azalttgi belirlenmitir.

1.3.7. Melatoninin Genel Etkileri
Melatonin hem di hem de erkek gonadlari Uzerinde direkt (Gremeolay
Uzerindeki melatonin reseptorleri yoluyla) ve ddlafl uteinize edici hormon

salinmasini 6nleyerek) inhibitor etkiye sahipti6)6Yapilan deneysel camalarda
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melatonin hormonunun, uterus yapi ve fonksiyonigerine etkilerinin oldgu
bildirilmistir (50). Pineal bezleri cikarilmisicanlarda, melatonin hormonunun
azalmasi ile birlikte antigonadal aktivitedeki ¢gemeye bal endometrial hiperplazi
belirlenmitir (53). Pinealektomi sonrasi Leydig hicrelerindg&alinimi artan
testosteronun melatonin idamesiyle geriye dondiigildgosterilmgtir (67). Uzun
sureli ucylarda, ucgtan 0Once bganilan melatoninin jet-lag ve yorgurgu
hafiflettigi gosterilmgtir (68). Artmis oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon
bozukligunun Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi bircokrodejeneratif
hastalgin patofizyolojisinde 6nemli rol oynagl tespit edilmgtir. Yasli insanlarda
melatonin seviyesinin normalden siik oldusu ve melatonin tedavisiyle hastalarin
bircok belirti ve bulgularinda azalma ofglu g6sterilmgtir (69). Bunun yaninda
salikh kisilerde yala ilgili uyku problemlerinde kayda der bir dizelme
yapmadg! bildirilmistir (70).

1.4. Karaciger
Sindirim sistemiyle kan arasinda bir gedolgesi olgturan karagier (71)
bircok maddeyi sentezleme, detoksifiye etme ve ttBouatma Ozelfiine sahip

egzokrin ve endokrin bir bezdir (72).

1.4.1. Karaciger Embriyolojisi
Karacger, safra kesesi ve safra yollari, embriyolojikamin 4. haftasinda,
on bairsggin kaudal kismindan, ventral sei dgru bir cikinti olarak gedir.
Karaciger tomurcgu olarak nitelenebilen bu c¢ikinti, gadn kalp ile orta barsak
arasindaki splanknik mezoderm kitlesine, septumstrarsuma dgu uzanir. Septum
transversum, diyaframin bir kismini ve buradakntved mezenteri yapar (733€Kil
7).
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Sekil 7. Karacgerin embriyolojik gekimi (73).

Karacger tomurcgu, ventral mezenter yapraklari arasinda buyidrken ik
kisma ayrilir. Kranial de yer alan daha buyik psir¢aracger taslgidir. Cgzalan
endoderm hucreleri, kargar hicre kordonlari @ni ve safra sistemi intrahepatik
kisminin epitelyum ortiisiini meydana getirir. Katadn fibr6z ve hematopoietik
dokulari ve Kupffer hicreleri, septum transversuknaaezegim den kéken alirlar.
Karacier 5. haftadan 10. haftaya kadar ¢ok hizli buytukaen bglugunun blyuk
bir kismini doldurur. Oksijenden zengin kan miktam gobek veninden kargere
akmasi, karagerin gelitigini ve islevsel olarak bélundiiini gosterir. Bgangicta
sg ve sol loblar ayni buyiklikte iken g#ob kisa bir sire sonra daha bluytk hale
gelir (74).

Hematopoezin karagere parlak kirmizi bir renk vermesi 6. haftada
gerceklgirken, safra tretimi 12. haftadan itibarerslba Bu sirada safra kesesi ve
sistik kanal da olgmus, sistik kanal hepatik kanalla bigkerek koledok kanalini
meydana getirmgi ve Uretilen safra @@arsasa akabilme imkanini bulnguolur. 9.
haftada karager toplam fetls @rliginin yaklgik %210'unu olgturur. Dg@umda
karacger girlig toplam vicut girliginin yaklgik %5'i kadardir (73, 74).
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1.4.2 Karacigerin Anatomisi

Viucudun en buylk bezi ve organi olan kagaci karin bglugunun st
tarafinda, regio hypochondriaca dextra’nin timineg@jo epigastrica’nin buyuk bir
kismini doldurur. Regio hypochondriaca sinistraida, linea medioclavicularis
sinistra’'ya kadar uzanir. 25-30 cm uzuidnda olan karagerin sg tarafi dn-arka
yonde 14-16 cm, yuksekii ise 8 cm kadardir. Erkeklerde 1400 ile 1800 gr,
kadinlarda ise 1200 ile 1400 gridiginda olan karager, ortalama 1000 ile 2500 gr
arasinda dasebilir. Fetliste karagerin vicut &irligina orani, egkinlerdekinden
daha fazladir. Egkinde vicut girhginin %2’si, yeni dganlarda ise %5’i kadardir.
Bu nedenle cocuklarin karni biraz dagig géruntr. Kirmizimtirak kahverenginde
olan karacter, s&lam ve elastiki olmasina gmen, gevrek ve kolaylikla
parcalanabilen bir yapiya sahiptir. Cok damarli admnedeniyle, yaralanmalari
blyuk kanamalara yol acar (71, 75).

1.4.2.1 Karacigerin Loblar1

Karacger 4 lobdan olgur;

1. Lobus hepatis dexteAltinda safra kesesi bulunan en biyuk kisimdegiR
hypochondriaca dextra’da bulunur.

2. Lobus hepatis sinisteKaracgerin ikinci biyik parcasi olan bu kisim regio
hypochondriaca sinistra ve regio epigastrica’daibuit.

3. Lobus caudatus Sg lobun visseral yilzinde ve porta hepatis’in arka
tarafinda bulunur.

4. Lobus quadratusSgs lobun visseral ylizinde ve porta hepatis’in 6nftada
bulunur (71, 76)ekil 8).

1.4.2.1 Karacigerin Yuzleri
1.4.2.1.1 Facies Diaphragmatica
Buyuk olan bu yuz, kubbgeklinde olup diafragmanin alt yizine uyar.
Baktigl yonlere gore; pars superior, pars anterior, passerior ve pars dextra olmak

Uzere bolumlere ayrilir.
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1.4.2.1.2 Facies Visceralis
Karacgerin karin organlari ile kogo alt yizudur. Burada kogun oldusu
organlarin izleri gorulur §ekil 8). Bu yuzin ortalarinda porta hepatis denilen
gecit bulunur (71, 77).

Appendix fibrosa hepatis

T Ligament coranarium

A hepatica propria

Ligament teres hepatis Ductus choledochus

Sekil 8. Karaciger alttan gérinimu (44).

1.4.2.2. Karacigerin Kenarlar1 ve Projeksiyonu
Karacgerin konumu viicut yapisina, pozisyona ve solunumurduna gore
degisir. inspirasyonda 3 cmsagl inen karagier ekspirasyonda 3 cm yukari cikar.
Ayakta iken biraz gg! iner, yatar pozisyonda ise biraz yukari cikarsiNarda ise
biraz gagiya inmitir.
Karacgerin arka ve alt olmak uzere iki kenari vardir. &rkenari facies
visceralis ile facies diaphragmatica arasinda aakafta olgan kenardir. Tam bir

kenara benzememesi nedeniyle bazi kaynaklarda Imardan bahsedilmez ve
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Nomina Anatomica’da da isim verilmegtir. Alt kenar (margo inferior), facies
visceralis ile facies diaphragmatica arasinda asm&n de yan tarafta ghan
kenardir (71, 75).

1.4.2.3. Karacigeri Yerinde Tutan Faktorler
1) intraabdominal pozitif basing,
2) Periton bglari,
3) Altta bulunan karin ici organlarinin appozisyonuhu,
4) V. cava inferior,
5) Pars affixa (75).

1.4.2.4. Karacigerin Damar ve Sinirleri

Karacgere iki kaynaktan kan gelir.

a) V. portae hepatis (%70),

b) A. hepatica propria (%30).

V. lienalis ile v. mesenterica superior'w2 seviyesinde pankreas sba
arkasinda birlgmesi ile olgan v. portae hepatis, gastrointestinal sistemin
abdominopelvik boliminden afaioksijenden fakir kani, a. hepatica communis’in
bir dali olan a. hepatica propria ise aorta’danigalcdbksijenden zengin kani
karacgere tair. A. hepatica propria ve v. porta hepatis, pdrepatis’de ya da
yakininda, karagerin sg ve sol loblarina gitmek tzere ug dallarina ay(g§ekil 8).

A. hepatica ve v. porta hepatis, kagaei icerisinde birlikte dallanarak karger

segmentasyonuna uyarlar. Segmentler arasinda uzanamepatica’lar ise bu
segmentasyona uymazlar. Kaggain v. centralis’lerinin birlgmesiyle olgan v.

hepatica’lar diaphragmanin hemen altinda v. caleaior’a acilirlar (77).

Karacger lenf Ureten blyuk bir organ olup, ductus tharasia gelen
lenfa’nin 1/4-1/2’si arasindaki kismi kargerden gelir. Karagerin lenf damarlar
yuzeysel ve derin olmak lzere iki yerde bulunurra€gerin her iki ylziunin 6n
bolimuntn lenf damarlari, nodi lymphatici coeligel’ oradanda cisterna chyli'ye
drene olur. Her iki yltzinin arka bdlumlerinin ledfenaji ise nodi lymphatici

phrenici'ye ya da nodi lymphatici mediastinalestpasres’e drene olurlar (78).
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Karacgerin innervasyonu, plexus coeliacus’dan orijin alsempatik ve
parasempatik liflerle gganir. Safra kesesi ise mideden duodenumi@i yaesinlerin
gecki sirasinda, duodenum mukozasinda uretilen kotdsish hormonun etkisiyle
kasilir (79).

1.4.3 Karacigerin Histolojisi

Karacger, sindirim kanalindan emilen besinlerighendigi ve viicudun dier
kisimlari tarafindan kullaniimak Gzere depol@ndbir organdir. Bu ytuzden sindirim
sistemi ile kan arasinda bir gecbolgesi olgturur. ince bairsaklarda emilen
maddelerin ¢gu v. porta yoluyla karagere ulgir, sadece kompleks lipitler
(silomikronlar) lenf damarlariyla tanir (80-83).

Karacger, kollajen ve elastik lif iceren bir kapsul (G kapsuld) ile
cevrelenmy olup, periton ile kaphdir (80). Porta hepatis'teggana portal ven ve
hepatik arter girer, gave sol hepatik kanallar ¢ikar. Bu damarlar ve Kanaklasik
karacger lobulleri arasinda sonlandiklari portal alanl&adar bg dokusu ile
cevrilmistir. Bu noktadan itibaren karagr lobullerindeki hepatositlere ve sintizoidal

endotel hiicrelerine destekgtayan ince bir retikuler lif @ bulunur (81).

1.4.3.1 Karacigerin Lobiiler Yapisi

Karacgerde fonksiyonel ve yapisal birim karger lobuladir. Klasik
karacger lobulu genelde altigen olarak tarif edilen, ksinlzoitlerinin birlgtigi
merkezi bir ventl iceren ¢cok yuzlu bir yapidir ({8gkil 9).

Lobdller birbirleriyle yakin temasta olduklari igikesin sinirt belirlemek
oldukca guctur. Lobdller safra kanallari, lenfagiklsinirler ve kan damarlari iceren
bag dokusuyla sinirlanmgibdélgelereportal alanlar denilmektedir. Portal alanlar,
lobullerin késelerinde bulunur veortal triadlari icerir. Her bir portal triaddair ven
(portal venin dali), bir arter (hepatik arterin Qlabir kanal (safra kanalinin bir
parcasi) ve lenfatik damarlar bulunur. Bu yapilanepsi bir bg dokusu kilifi

icerisindedir.insan karagierinde her lobiilde 3-6 portal triad bulunur (81).
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Waraciger
sindzoidleri

Karacider hilcrelerindn i
yaplmig kolonlar —

winterlobularis __lg :j\.'

y.centralis _\‘
i

v sublobulans

Sekil 9. Bir karacger lobulinun gérinumi (76).

1.4.3.2 Hepatosit
Bir hepatik lobuluin fonksiyonel olan ekzokrin ve dekrin hicresidir.

Hepatositler, karager lobull icinde ginsal olarak dizilmglerdir. Hucreler bir

duvarin tglalarina benzer bigekilde bir ya da iki hicre kalidinda bir tabaka

olustururlar. Bu hicre plaklari, lobulin periferindererkezine dgru yonlenerek

dolambageklinde siinger benzeri bir yap! giuracak bicimde serbest¢gizlasirlar.

Bu plaklar arasindaki Btukta kapilerler bulunur ki bunlara karger sinizoitleri

denilir (Sekil 10). Bir hepatositin bazolateral ve apikal akrizere iki adet hiicresel

bdlgesi bulunur.Bazolateral bolgecok sayida mikrovillus icerir ve yuzDisse

araliginadogrudur. Bu bdlge kandan kaynaklanan maddelerin eesiine ve plazma

proteinlerinin salgilanmasina katkida bulunépikal bdélge ise mikrovilluslarla

cevrelenmy bir girinti seklinde olup safra kanaliktlinin kenarini cevretégpatosit
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icerisinde grantlli endoplazmik retikulum ve dizdeplazmik retikulumlar
bulunmaktadir. Granulli endoplazmik retikulumlardgplazma proteinleri
sentezlenirken, diz endoplazmik retikulumlarda isglpsterol ve safra tuzlarinin
sentezi, bilirubin, steroid ve ilaclarin glukronld konjugasyonu, glikojenin glikoza
yikimi, serbest y@a asitlerinin trigliseritlere esteenesi, glikojen, lipit sentezi ve
detoksifikasyon gibi bircok karmgek olay meydana gelirSintzoidal kapilerler
sadece kesintili bir pencereli endotel tabakasiradagan dizensiz olarak geftemis
damarlardir. Yaklgk olarak 100 nm capinda olan pencerelergeldoenzer
gorinimde kumeler halinde toplantardir. Endotel htcreleri ile hepatositler
arasinda bulunan subendotelyalsloga Disse aralgi denir. Disse aratinda
hepatositlerin mikrovilluslari bulunur. Kan endotduvarindan kolayca gecerek
hepatosit yuzeyi ile temas eder ve sinlzoit limenkaracger hicreleri arasinda
makro molekdillerin afverisi kolaylikla sa&lanir. Endotel huicrelerinin yaninda,
sintizoitler mono nukleer fagositik serinin fagdshiicreleri olan Kupffer hticrelerini
de icerit Kupffer hicreleritipik makrofajlardir ve endotel hiicrelerinin lingebakan
yuzeyinde bulunur. Ysu eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini simdek ve
immunolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilamakkupffer hicrelerinin bgica
gorevleridir. Y& depolayici hiicreler olalto hiicreleriise Disse aragina yerlemis
retinil esterler halinde biriktirme kapasitesine higéir ancak A vitamini

metabolizmasindaki roll tam olarak bilinmemekte(B, 74).
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Sekil 10. Hepatik lobdliin yapisi ve kargeir hiicresi (84).

1.4.4 Karacigerin Fonksiyonlari
Karaciger gengleyebilen bir organ oldtu icin, kendi kan damarlarinda buyuk
miktarlarda kan depolanmasi,
Hepatik ventz sinlslerde yer alan blyuk fagositiekrofajlar olan Kupffer
hiicreleri aracifilyla kanin temizlenmesi,
Bluyuk miktarlarda glikojen depolama, galaktoz vekfozu glikoza cevirme
(glikoneojenez), karbonhidrat metabolizmasinin @ranlerinden bircok dnemli
kimyasal maddelerin ofturulmasi,
Enerji sg@lamak Uzere y& asitlerinin oksidasyonu, buyik miktarda kolesterol
fosfolipid ve lipoprotein sentezi, karbonhidrat®teinlerden ya sentezi,
Aminoasitlerin deaminasyonu, ure g@lmu ile amonygn vicut sivilarindan
uzaklgtiriimasi, plazma proteinlerinin alumu, vicuttaki metabolik olaylar icgin
onemli aminoasitlerin ve oteki maddelerin birbirad@nturilmesi (82),
B12, A, D, E ve K vitaminlerinin depolanmasi,

Safra asitlerinin yapilmasi (83),
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» Faktor VIII ve Von Willebrand faktér haricindeki tiin pihtilgma faktorlerinin
karacger aracilglyla sentezlenmesi,

» Kandaki hemoglobinde bulunan demigidda, demirin buiyldk bolimandn ferritin
seklinde depo edilmesi,

« Ilag, hormon ve gier maddelerin viicuttan uzaktailmasi gibi birgcok metabolik

olay karacgerde gerceklgr (84).

1.4.5 Karaciger Hasari (Hepatit)

Hepatit; Karagierde viral, toksik, farmakolojik bir ajan veya immualojik bir
atak ile meydana gelen hasar sonucunda ortaya c¢gemg kliniko-patolojik
hastaliklar grubunun tamami icin kullanilan biriredir. Altt aydan kisa surip
tamamen iyileme ya da 6lumle sonuclanakut hepatit alti aydan uzun siren
kronik hepatitolmak tzere iki tipi bulunmaktadir. Sadece higtklbulgularla akut
ve kronik hepatiti birbirinden ayirmak mumkangddir. Klinik bulgular mutlaka g6z

onunde bulundurulmahdir (83).

1.4.5.1. ilac ve Toksik Maddelere B&li Hepatitler
Vucuda alinan ilaglar ve toksik maddeler kagaoile detoksifiye edildi igin
ilac ve toksinler ya da bunlarin metabolitleri kager Uzerinde potansiyel toksik
etkiye sahiptir (85). Karager hasari, toksik maddelerin kargmideki makro
molekilleri deistirmesi, oksijen radikalleri Gretmesi ve membrarpitlerini
peroksidasyona gratmasi sonucunda ortaya c¢ikar (86). Bu toksik rabeid iki

grupta incelemek mimkandur.

1.4.5.1.1intrensek Hepatotoksinler
Alindiktan kisa bir stre sonra (birka¢c gun icind®ut hepatite benzer
reaksiyon vyaparlar. Lezyonusiddeti alinan maddenin dozuna gha olarak
desismektedir. Bunlara 6rnek olarak asetaminofen ve dwartetraklorir'in (CC)
etkileri verilebilir (83). intrensek hepatotoksinler lobuliin herhangi bir béilyge
toplanan huicre nekrozuna yol acarldag ve toksinlerin metabolitleri sitokrom P-
450 enzimleri aracgyla meydana gelmektedir. Bu maddelerinsbalodusu hasar
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ise siklikla sitokrom P-450 enziminin ¢ok offluve hipoksinin fazlaca gorulgu

sentrilobuler bolgede gorulur (86).

1.4.5.1.2 idiosenkrazik Hepatotoksinler
Alindiktan birkag ay sonra reaksiyonlari ortayaagikhepatotoksinlerdir.
Halotan, izoniazid gibi ilaglar buna Ornektiilag metabolitleri hiuicre zari ile
neoantijen olsturarak karager hasarina yol acar. Bu reaksiyonlardas,aéklem
agrisi ve vicutta kizariklik, eozinofili gibi viralepatit benzeri reaksiyonlara yol
acarlar (86, 87).

1.4.5.2. Klinik ve Histopatolojik Bulgular

Bircok ilac viral hepatite benzesgekilde halsizlik, yorgunluk, sarilik,
istahsizlik, bulanti ve kusma gibi belirtiler veridiosenkrazik toksinlerle ofan
hasarda klinik tablo ¢ok desiktir. Alerjik reaksiyonlar gibi bulgular okur. Safra
kanali zedelenmelerinde ise kolestaz, sarilikjritave kalici safra kanali hasarlari
olusabilir. Doza b@imli ila¢ reaksiyonlarinda ve toksik madde marutinge, daha
cok sentrilobiler bdlgedeki hepatositlerde hgsantrilobuler nekrozplusur. Hasar
maruziyetin miktar ve suresine goregdnektedir. Amerika Birlgk Devletlerinde
akut karagier yetmezlginin en sik nedeni olan asetaminofen toksisitegadwgimli
ilac toksisitesine iyi bir drnektir (87, 88).

Toksik hasar sonucunda hepatositler lddonlagma dejenerasyonuhiicre
icerisinde nukleusun yerini gatirmeyenmikrovezikuler steatoze nikleusun yerini
degistiren makrovezikiler steatameydana gelebilir (85, 88).

CCl, gibi bir kisim toksik madde, karggrde apoptozis gibi akut etkilerinin
yaninda, fibrozise yol acarak daha uzun donemdk elkbilecek sonuclara yol acar.
Bu etki hepatik stellat hiicreler tGzerinden gerggkldaraciger hasari durumunda
ekstraseluler matriks dretiminin primer kagnaepatik stellat hiicrelerdir. Kargeir
de hasar okiuran herhangi bir sebepten dolay! bu hicrelevaktilarak fibrozise
neden olurlar (89). Béangicta fibrozis portal bdlgenin icinde, cevresnga da
sinlizoitler icerisinde depolanir. Zamanla fibromtiar yayilip karagerin csitli
bdlgelerini birlagtirdiginde koprulegme nekrozuadini alir. Bazi durumlarda hasarin
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durdurulmasi ile fibrozis durdurulabilse de gerkddifibrozis hepatik hasarin geri
donist olmayan bir sonucudur (84).

1.4.5.3. Tanida Kullanilan Tarama Testleri
1.4.5.3.1 Serum Bilirubin Duzeyi
Karaciger fonksiyon testleri icinde spesifik olmayan odifzeyde duyarli bir
testtir. Bilirubinin yapimi, konjugasyonu ve safaagalgilanmasi sirasinin sonucunu

yansitir.

1.4.5.3.2 Serum Alkalen Fosfataz (ALP) Seviyesi
Alkalen fosfataz, hepatositte plazma membranindiegyktir. Kolestaza glik
eden serum ve doku safra asidi dizeylerinin arts@sucunda ALP iceren hepatosit
membrani parcgalari ¢ozunerek dmotea kargir. Karacger safra asit dizeylerinin
artmasi ALP yapimini artirarak serumdaki dizeyleride artmasina katkida
bulunur. Karagierin timoéral ve infiltratif hastaliklarinda ve yek@mik yapimi gibi

bircok durumda da artar.

1.4.5.3.3 Aspartat (AST) ve Alanin (ALT) Aminotransferazlar
Karaciger hicrelerinde buylik miktarda bulunan hicre igiinatmansfer
enzimleridir. Karagier hicre hasari ya da 6lUmi sonucunda stok katilarak
hasarin seviyesine gore yuksek oranda tespit kedilpesifik olmamalarina gmen
genel olarak karager hasarina duyarli testlerdir. Dizeylerinin yiks&kasi hemen
daima viral ve toksik nedenli hepatitler sonucusatu akut hepatoseltler nekrozu

gosterir (83).

1.5. Apoptozis
Hucre olumayle ilgili ilk bilgiler 1920 yilindasik mikroskobunun ve yeni
boya yontemlerinin kgdiyle baglamis ve ilk olarak nekroz tanimlangr. 1972
yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafindaroettan daha farkh bir hicre
olumi gosterilmgtir. Ik defa Kerr tarafindan tanimlanan bu oligekline a@ag
yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina geleroptyzis” adi verilmgtir (90-

93). Populasyonun geri kalaninin igihi gerektiren durumlarda, hiicrelerin kahl
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olarak kendilerinde var olan intihar programini wege sokarak, programli bir
sekilde ve cevreye hi¢c zarar vermedersayalarina son vermelerine “apoptozis”
denilir (94-96). Apoptozisin genetik ve molekuleekanizmalari 1980’lerin sonunda
bir nematod solucan olan caenorhabditis elegangigun sekline dongmesi
sirasinda, tam olarak 131 hucrenin éldurtlip gedy@ tanesinin kalmasiyla ortaya
cikartilmstir (97).

Caenorhabditis elegans’da apoptozisde rol oynayadnemli ¢ gen ced-3,
ced-4 ve ced-9 dur. Ced-9 memelilerde Bcl-2 gessailn homologudur. Ced-4 geni
memelilerde Apaf-1 (Apoptotik proteazi aktive edigktor-1) olarak bilinmektedir.
Ced-3 ise memelilerdgu ana kadar tanimlangnl4 Uyesi bulunan kaspaz (sistein
bagimli aspartat spesifik proteaz) enzimlerinin hongoidur (95). Kaspaz ailesinin
ise su ana kadar 14 dyesinden 11 tanesi insanda tediigtir (98). Kaspazlar
icerisinde cgitli hucresel proteinleri pargalayan ve kuguk baglanma bdlgeleri
olanlarna cellat kaspazlar ya da sonuclandirici (effektogpeezlar da denilmektedir.

Bunlar; Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 dir (85).

1.5.1. Apoptozisin Baslatiimasi

Apoptozisin molekiler mekanizmasi giinimuzde dahidstsma konusudur.
Apoptozisde morfolojik dgsiklerin kaspaz kaskadinin aktivasyonu sonucu @ldu
kabul edilir (99). Kaspazlar reseptor aracil (eissek) yol, ya da mitokondri aracili
(intrensek) yollarin tetiklenmesi sonucunda akier. Reseptér aracili apoptozisin
tetiklenmesinde sorumlu iki esas aktér; Fas lig&atsL) ve Tumor nekrozis faktor
(TNF)'dir. Olum faktorti diye de bilinen bu faktorlédgili reseptorlere bglanarak
hiicre 6lumunu gerceldarirler. FasL'in reseptéri olan Fas, APO-1 veya-@D
adiyla da bilinen tip-1 membran proteinidir ve TKeSeptor ailesinin bir Gyesidir.
FasL sitotoksik T lenfositlerde, Natural Killer lrégerinde bulunur ve hedef hiicrede
bulunan Fas reseptoru ile giandiginda apoptozisi aktive eder. TNF ise hedef
hiicredeki TNF reseptor ailesinin tyeleri olan Tumé@krozis faktor-1 ve Tumor
nekrozis faktér-2 adli reseptérleri ile gandginda apoptozisi bdatir (96).
Reseptorlerin uyariimasi ile fatici kaspaz olan kaspaz-8 aktive olarak aktivasyo

sinyalini kaspaz-3 gibi efektor kaspazlara iletir.
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Mitokondri aracili apoptozis ise sitokrom c¢, ap@isoindukleyici faktér ve
Smac/DIABLO gibi apoptojenik faktdrlerin mitokondritermembranal btugundan
sitozole salinmasi ile tetiklenir. Sitokrom c'nitbozole salinimiyla sitokrom c/Apaf-
1/ATP/prokaspaz-9'dan ojan apoptozom kompleksi, kaspaz-9'u ve sonrasinda
kaspaz-3'U aktive eder (98, 100). Aktive olgrkaspazlar ise DNA'nin parcalanmasi,
fosfatidil serin eksternalizasyonu, membran prdéinin yikilmasi gibi morfolojik
degisiklerin ortaya cikmasiyla nihai sonu meydana gétiri (101). Asir DNA
hasarina yanit olarak aktive olan p53 geni, reakiikijen radikalleri (hem
mitokondri, hem plazma membrani, hemde genom (geriolgturabilecei
hasarlara h#i olarak) apoptozisi tetikleyebilirler (96p€kil 11).

Koloni uyarici faktorler, néron biyime faktorl, iim benzeri buyime
faktort, interlokin-2 gibi maddelerin ortamda azabn ve glukokortikoidler,
radyasyon, ilaclar, edli antijenler gibi pozitif uyaranlarin vagh apoptozisi
tetikleyebilir (90) Sekil 11).

1 ' Reseptér-ligand etkilegimleri

1 - * FAS/FAS - ligand
Blylime faktérleri * TNF/TNF - reseptdr §
4  veyahormonlann ]

e B ¢

e Sitotoksik
1 : 7 - Regulatérier §M~N %‘ T hilcreleri
Zodelenme § Inhibisyen: Hizlandinr: o s " Adapthr
By BOL2  BAX  iende

, kas katlari proteinler
- Toksinler BCL-X,  BAD s e infaz 5
« Serbest . Digerleri Dlgerlen “" ]
dikaller /- '\?’ o,
— 1 Intrensek \'\k f

N embriyojik. <77 e . Sonlanma - Granzim B
\ sinyaller e P53 e v kaskat

; aki SYonu
DNA -
Z ‘Endonukleaz

4 aktivasyonu

W@l@imm

Fagositik hiicre
reseptarleri igin
baglar

Apoptotik cisim
Sitoplazmik kabarcik

Sekil 11. Apoptozisin indiiklenmesi ve apoptotik cismin@limu(85). intrensek ve ekstrensek

yollarla apoptozisin okturulmasi (), apoptozisin dizenlenmes)( kaspaz kaskadinin aktivasyonu
(3), apoptotik cismin olgumu @).
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1.5.2 Apoptozis Modulatorleri

Apoptozisin dizenlenmesinde mitokondri merkezi oir oynar. Apoptozis
esnasinda mitokondri membran potansiyelinin azalngegirgeniginin artmasi gibi
karakteristik olmayan dgsiklikler meydana gelir. Oksidatif stresirli ettigi bu
degisiklikler sonucunda mitokondrinin intermembranal shigunda bulunan ve
solunum zincirinin bir pargasi olan sitokrom c,oztl icerisine salinir. Sitokrom
c’nin bu salinimi Bcl-2 ailesinin mitokondri, endapmik retikulum ve nukleer
membranda bulunan anti-apoptotik Gyeleri (Bcl-2l-Bkt) tarafindan durdurulabilir.
Diger taraftan Bcl-2 ailesinin sitozolde bulunan vemtpzis esnasinda sitozolden
mitokondriye gecen (Bax mitokondride delikler acarp-apoptotik Uyeleri (Bax,
Bak, Bad) ise sitokrom c¢ salinimini artirmaya ggaar. Ozetle Bcl-2 ailesinin pro-
apoptotik Uyeleri baskin olgunda apoptozis artarken, anti-apoptotik tyelerkbas
oldugunda apoptozis azalir (99, 101-1Q3gkil 12).

ES

Stoplazma

Mitokondri @
Dis Membrani
Sekil 12. Anti-apoptotik, pro-apoptotik, ajanlar ve apoptozis
Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin en bilinemig Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1,
Bcl-w iken, pro-apoptotik olanlar ise; Bax, BadnBiBak, Bcl-Xs, Bid'dir (94). Bu

Uyelerden Bcl-2/Bax oranindaki gleiklikler bazi malign hastaliklarin ghisinde

onem tair (101).
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1.5.3. Apoptozis Morfolojisi
Apoptozis birka¢c samada gercekie. Bu samalarin bir kismi gli

goruntileme yontemleriyle tespit edilebilir. Mikkaplarla gortlebilen bu

asamalarda hicre yapisal olarak goelikler goOsterir. Bir dizen icerisinde

siralanacak olursa;

Iceriden ya da garidan indiikleyici bir faktorle apoptozisstetilir.

Hucre icerisindeki proteazlar aktive olur.

Hucre buazgur, mikrovillus ve bglanti bdlgelerini kaybederek kasn
hicrelerden ayrilir. Bu goérinim muhtemelen plaznenisraninda bulunan
iyon kanallari ve pompalarinda aktivasyonun bozshima bglidir. Hicre
birkac dakika igerisinde yaldek 1/3 Itk bir hacmini kaybeder.

Nukleer kromatin ygunlasarak nikleer membran altinda toplanir.
Endonlkleaz enzimi DNA'yI parcalara boler. Bu aradganeller sglamdir.
Endoplazmik retikulumda dilatasyon, mitokondrideggme meydana gelir.
Plazma membraninda tomurcuklanmalar sotuve hicre sitoplazma ile
cevrilmis DNA parcalari ve organellerden ean apoptotik cisimciklere
parcalanir.

Bircok hicre yuzeyi molekullerinin @amesinden dolayr bu apoptotik
yapilar komgu hucreler ya da fagositler tarafindan kolaylikeniharak
inflamasyona yol agmadan ortadan kaldirilir (9032,104).

Apoptozisin indiklenmesi, diizenlenmesi ve sondesimicre ici proteazlarin

aktive olmasiyla hicrenin fagositler tarafindaradan kaldiriimasisamalariSekil
13'te dzetlenmitir.
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indiikleyici Modiilatér Efektor Substrat Oliim
ajan

B e

Buytme faktor

eksikligi T
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Olim sitokrom c Bircok hiicre veya makrofajlar
reseptorlerinin Kaspazlar proteini tarafindan
uyarilmasi P53 DNA fagosite edilen
Radyasyon Seramid apoptotik cisimeik
Kemoterapi

Sekil 13. Asama g@ama apoptozis ve morfolojisi

1.5.4. Apoptozisin Goruldugtu Durumlar
Embriyo doneminden Rkayarak tim ygam boyunca apoptotik mekanizma
ve programli hicre 6lumu vardir. Bazi hicreleraydh yaarken bir kismi sadece
birka¢ saat ygayabilir. Deri, gastrointestinal sistem vegbaklik sistemi gibi pek

cok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenngealidir (90).

1.5.4.1 Fizyolojik Olarak Apoptozisin Goruldu gt Durumlar

* Embriyogenez sirasinda bazi canlilarda parmaklasiredaki perdenin ve
organogenez safhasla fazla dretilen hicrelerin ortadan kaldiriimasi
esnamda apoptozis gorulir (96, 105). Yine memelilerde rsisistemi
gelisirken aksonlan hedefine yl@mams noéronlar ortadan kaldirilarak,
noronlarla hedef organlar arasindakglati hatalari engellenir. Boylelikle
fazla Uretilen hicrelerin yaldek %50’si ortadan kaldirilir (96, 106).

» Surekli yenilenen harsak ve deri hicrelerinde eskilerin yerini yeniter

almasiyla, eskilerin ortadan kaldirilmasi sirasiapeptozis goérulir (90).
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Mensturasyonda endometrial hicre yikimi, menopozda&aryum
folikdllerinin  atrezisi, laktasyon sonrasinda memeezi gerilemesi,
hormonlarin azalmasinagaolarak apoptozisin goruldii durumlardir.

Immiin hicrelerin secimi (sitokin deplesyonundan adhive T lenfositlerin

ve timusta otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirigmg106).

1.5.4.2. Patolojik Olarak Apoptozisin Goéruldi gt Durumlar

Virlis bulamis hicrelerde apoptozis indiklenir ve hicre olir. [Bog virts

de ortadan kaldiriingi olur. Ancak Ebstain-Barr (Bcl-2'yi artirir) ve Huan

Papilloma viris (P53'U etkisizd@rir) gibi virtsler, enfekte hicrenin apoptozise

gitmesini engelleyen bazi yontemler getmislerdir (96).

Hucresel immuin red ve graft versus host reaksiyorda sitotoksik T
lenfositler araciilyla apoptozis gorialur (94, 106).

Otoimmiin birgok hastalikta apoptozis mekanizmaseuhs. Orngin;
Myelodisplastik sendrom da kemikgindeki hematopietik hiicreler apoptozis
ile harap olur ve kan yapimi azalir. Yine iyi bém bir hastalik olan
Alzheimer’de néronlarin 6lmesinde apoptozisin ondvimletkisi vardr (94).
Hormona bgmli dokularda hormon eksilginde patolojik atrofi gorulur
(90).

Tumorlerde 6zellikle regresyon doneminde olmak éz&éem biyime hem
de regresyon doneminde apoptozis goérulir (90, 106).

Isi, radyasyon, kemoterapoétik ilaclar, hipoksi Jesidatif stres gibi nekroz

olusturan etkenler ayni zamanda apoptozis dgtaturlar (90, 92, 94, 106).

1.6. Nekroz
Hucre 6lumunin bgka bir sekli de nekrozdur. Nekroz, hipertermi, fiziksel

hasar, hipoksi, kompleman aktivasyonu, toksik @ksijadikalleri ve UV gik gibi

zararl uyaranlar sonucu ghn hicre olumseklidir (90). Organellessiser, hiicre

sinirlari dizensiz hale gelir ve bunlarin sonuaral hiicrenin butlinfiii kimyasal

ve fiziksel olarak bozulurSekil 14).
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Sekil 14. Apotozis ve nekrozun morfolojik farklgi (85, 91, 92).

Nekrotik hulcre; sisme ve plazma membraninin yikilmasi sonucunda
sitoplazma icegini disaridaki doku ara@iina salarak birtakim hticrelerin oraya akin
etmesine ve dolayisiyla da inflamasyona yol acdusd bu inflamatuar yanit
komsu hucreleri de etkiler (90, 98). En sik gorikakli olan koagllasyon nekrozu;
hiicre sismesi, sitoplazmik proteinlerin niteliklerinin  giemesi ve hicre
organellerinin yikimiyla karakterizedir. Nekrozun orfolojik goérinimu, ayni
zamanda meydana gelen hiicrenin enzimatik sindwemproteinlerin niteliklerinin
dezismesi olmak (izere iki olayin sonucudur. Olu hiicredezinle boyanmada bir
artis, hematoksilenle boyanmada ise azalma gosteritigcreler esas olarak glikojen
partiktllerinin kaybina bzl olarak canl hicrelerden daha camsi homojen bir
gérunime sahip olabilirler. Enzimler organelleri rggdadgindan sitoplazma
vakuolli hale gelir ve glve yenigdérinimu ortaya cikar (88).

1.7. immunohistokimya

Organizmaya yabanci olarak taninan her madéeygen antijenin antikor
tarafindan taninmasini @ayan 06zgin diziye isantijenik belirleyici veya epitop
denilir. Immiunohistokimyasal tekniklerin temel prensigaretlenmg antikorlar ile
doku/hiicredeki spesifik antijenler arasinda antgatikor kompleksi olgturmaktir.
Antijen-antikor kompleksi olgtuktan sonra bu kompleks bir renklendiriciyle gditin
hale getirilerek mikroskop altinda incelenebilir.u Bislem esnasinda antijeni
baglamak icin en fazla kullanilan antikor IgG’dir. Ighde daha az oranda kullanilir
(107) Sekil 15).
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1.7.1. immiinoglobulinlerin Yapisi

Immunoglobilinler Y harfiseklinde, iki hafif (L) ve iki &ir (H) polipeptid
zincirinden yapilmy glikoproteinlerdir. Hafif ve gir terimleri molekal @irhigini
ifade etmek icin kullanilir (108, 109). Hem L hem H zincirleri dgisebilen amino
uclara (N-terminallere) ve sabit karboksil uclar@-términallere) sahiptir. H
zincirleri antijenik ve yapisal 6zelliklerine gofarklilasma gostererek molekilin
sinifini ve alt sinifini belirler. Siniflar gama@), alfa (IgA), mu (IgM), delta (IgD)
ve epsilon (IgE) olarak isimlendirilir. Alt siniflase alta yazilan rakamlarla ifade
edilir (108, 109). Antikorun antijen Bkyan parcasi Fab (fragment antigen binding)
olarak isimlendirilir.immun cevabin 6zguniii Fab tarafindan belirlenir. Antikorun
biyolojik aktiviteleri dizenleyen ve ger antikorlarin bglanmalarina izin veren

kismi ise Fc (fragment crystalline) olarak isimletid.

/. Salgilanmg IgG Antijen L@ Membran igM Antijen
Hafif baglanma
inci bdigesi

.-_|;||‘ ?Imr ga NN

...(;ir\

Mentese
(Hinge)
Fc reseptor
kompleman
baglama
hadlgeleri

Kuyruk 7 cCC =
PR Disiifid bagi 8

i Ig bukioma D

Sekil 15. Immiinoglogiilinlerin yapisi (108).

B B hicrelerinin
= Pplazma
membrani
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1.7.2 Monoklonal ve Poliklonal Antikorlar

Immunohistokimyada, monoklonal ve poliklonal olmaeie iki tir antikor
kullanilir. Poliklonal antikorlar tagan, at, keci, tavuk gibi bircok hayvan turinden
elde edilir. Poliklonal antikorlar farkli hicreletarafindan uretildiklerinden
imminohistokimyasal olarak da farklhidirlar. Kendiheé meydana getiren antijen
tzerindeki cgitli epitoplarla reaksiyon verirler. Poliklonal tkorlar monoklonal
antikorlarla kagilastirildiginda oldukca yiksek reaksiyona girme istek ve
kabiliyetine sahiptirler. Ayrica poliklonal bir anserumun kros-reaktifli absorbe
edilebilir, ancak monoklonal antikorlarin reakifli absorbe edilemez. Bunlarin
yaninda monoklonal antikorlar daha spesifiktirlee \poliklonal antikorlarla
karsilastirildiginda;  yuksek homojenlik, nonspesifik antikorlarinlmayisi,

tanimlanmanin kolay olmasi gibi avantajlara saHegt(107, 110).

1.7.3 Immiinohistokimya isaretleme Yontemleri
Imminohistokimyanin temel prensibi, antikorlar knollarak dokudaki
antijenlerin yerlerinin belirlenmesi esasina dagahdmmiinohistokimya yontemi
gerek sik, gerekse elektron mikroskopide; tekamali (direkt) veya iki gamali
(indirekt) olmak Uzere iksekilde uygulanabilir (107).

1.7.3.1. Direkt Yontem
Gosterilmek istenen antijene has antikor floresamyab enzim, altin
tanecikleri v.b. garetler ile garetlenir ve gdaretli antikorun dokudaki antijenle
birlesmesi sglanir. Tek aamali oldgundan ¢abuk tamamlanmasi bir avantaj olsa
da, primer antikorsaretlendginden antikorun reaksiyon giicinde azalmaya neden

olur. Hassasiyeti diiik olduzundan guniimuzde pek kullanilmamaktadir (110).

1.7.3.2. indirekt Yontem
iki asamada gercekfgr. Birinci asamadagaretsiz primer antikor kullanilarak
antijen-antikor birlemesi sglanir. ikinci asamada isesaretli sekonder antikor ile
primer antikorun Fc bolgesi reaksiyona girer. yguntem direk metoda gore daha

hassastir. Bu yontemde primer antikor ile birderezlafa sekonder antikor
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baglanabildiginden daha guclii bisaretleme elde ediliindirekt yontem kullanilan
maddelere gore fark$ekillerde yapilabilir (107, 110).

1.7.3.2.1 Avidin-Biyotin Yontemi (ABC Metodu)

Biyotinli sekonder antikorun uzerine peroksidazieiyle isaretli avidin-
biyotin kompleksinin ilave edilmesiyle gerceftieilen yontemdir. Olgan komleks
Uzerine kromojen ilave edilerek mikroskop altindaioir hale getirilir (107, 111)
(Sekil 16).

1.7.3.2.2 Isaretlenmemis Antikor Yontemleri (Enzim-Antienzim
Y 6ntemi)

Bu yontemde sekonder antikorun tzerine ¢6zineRiliyilksek olan enzim-
antienzim kompleksi ve substrat kromojen soltsy&aolanilir. Kullanilan enzim
kompleksine gore isimlendirilir. Enzim-antienzim rkpleksi olarak en sik
peroksidaz-antiperoksidaz (PAP), alkali fosfatazt alkali fosfataz (APAAP) enzim

sistemleri kullanilir.

i

ﬂ a _ - Avidin

> <9 \J v Biotin- Peroxidase
+ = Blotinylated-Ab
+ _ First Antibody

H—-" < L B 000 Antigens

Sekil 16. Avidin biyotin peroksidaz yontemi (107).
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1.7.3.2.3 Protein-A Yontemi
Bir bakteriden elde edilen protein A’'nin sekondetileor gibi kullanilarak

gerceklgtirilen yontemdir.

1.7.3.2.4 . Immun-Altin Yontemi
Sekonder antikorun altin partikulleriylesaretlenmesiyle gercelderilen
yontemdir (110, 112).

1.7.3.3. Kromojenler

Immiunohistokimyasal boyama metotlari ile ortaya igigkan Griintin gortnur
hale gelmesi icin bazi renkli madde onculeri kulian

Peroksidaz enzim tayinibDAB (diaminobenzidin) kahverengi, Tetra metil
benzidin mavi, AEC (3-amino-9-ethyle carbazole)rkai, 4-chloro-1-naphtol koyu
mavi rengi verir.

Alkali fosfataz enzim tayinfast red/Naphthol kirmizi, 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate/Nitro blue tetrazolium mavi mengi verir (110).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplari ve Sicanlarin Bakimi

Calsmamizda Firat Universitesi Deneysel ftramalar Merkezi'nden
(FUDAM) temin edilen toplam 21 adet 200-220 grrginda ergkin, Wistar albino
cinsi erkek sicanlar kullanildi. Cgiina icin yerel etik kurul onayi alindi. Hayvanlar
hava sirkilasyonlu cam kafeslere (25x40x100 cmeyinildi (Sekil 17). Sicanlar
rastgele Uc¢ @t gruba ayrilarak bir haftalik g@ma doneminden sonra uygulamalara

baslandi.
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Sekil 17. Toluenin solutuldgu deney kafesleri.

Uygulama siresince sicanlar oda sigaktia (22+1 °C) ve %40-50 nem
oraninda tutuldu. slk dizeni ise 12 saat glndiz, 12 saat gece olaekitde

ayarlandi. Yeme ve igmeleri tolien ve melatoninulgmasi hari¢ ger zamanlarda
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serbest birakildi. Siganlarin gunlik fizik muayenelyapildi, vicut grhklar
uygulama bglangicindan itibaren her hafta, haftada bir guinedlizolarak olculerek

kaydedildi. Icerigi Tablo 1'de gosterilen hayvan yemleri Elazyem Sanayi A.
Yem Fabrikasinda hazirlandi.

Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sigcan yeminin terkdpuikg).

Bugday 150

Misir 100

Arpa 270

Kepek 80

Soya 294

Balik Unu 80
Tuz 6
Kavimix VM 23-Z * 2
Methionin 2
DCP ** 16

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU 12 mg E, 0,8 mg K 0,8 mg B, 2,4 mg B,
1,2 mg B, 0,006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, 3,2 mg Cal. D.riRl, 0,32 mg
Folic acid, 0,02 mg D-Biyotin, 50 mg Cholin Chloeid20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg

Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg [, 0,2 nog @06 mg Se, 4 mg Antioksidan
ve 200 mg Ca.

**04 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0,2 flor'dan alur.

2.2. Gruplarin Olu sturulmasi ve Uygulamalar
Calisma gruplarsu sekilde olwturuldu;
Grup |. Kontrol Grubu: Haftanin 7 guni temiz hava solutuldu.
Grup Il. Tolien GrubuBu gruptaki sicanlara 1 ay boyunca haftanin 6 gunu,

saat 16:00 ile 17:00 arasinda, gunde 1 saat olnzake(i3000 ppm dozunda
%99,9’luk tolten solutuldu.

Grup lll. Tolien+Melatonin Grubu:Bu gruba ise ayni dozda solutulan
tollenin yani sira, haftanin 6 guini, saat 17:0018e00 arasinda 10 mg/kg/gun
dozundaki melatonin intraperitoneal yolla bir ayboca uygulandi (Tablo 2).
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Tablo 2. Gruplar ve tedavi protokoli.

Grup No Tollen Melatonin Uygular__na suresi
(ppm) (mg/kg) (giin)
! 0 0 30
I 3000 0 30
Il 3000 10 30

2.3. Tedavi Protokolu

Uygulama 6ncesinde fizik muayeneleri yapilagliga sicanlar deneye alindi.
Calsmamizda tolien uygulama dozu, 3000 ppm olarak leetir. Uygulamada
tolienin %99,5’lik formu (Sigma-Aldrich tolien %%, solution), kullanildi.
25x40x100 cm boyutlarindaki cam kafes bir tel elasitasiyla iki gt bolime
ayrildi. 3,75 mg/m 1 ppm ve toliienin ygunlugu 0,861 g/cm olarak alindginda
hacmi 100 L olarak hesaplanan cam kafeste 3000 gigmunda tolien olmasi igin
1,3 cnf toliien gerekiyordu. Toliienin bir anda buhgafaayacgini, havalandirma
ve hayvanlarin solumalariyla ghcak kayiplari da dunerek 3000 ppm dozu
olusturabilmek icin 1,6 crhtoltien kullanildi. ToliienSekil 17'de goérildigt gibi
bolinm kafes igerisinde sicanlarin olmadkisimdaki k&t tzerine damlatildi.
Kagit Uzerindeki tolUenin c¢abuk buhaghaasi icin kafes igerisini havalandiran
pompanin hortumu Kat Uzerine gelecekekilde ayarlandi. Tolien buhagtéktan
hemen sonra kafes icerisinde hayvanlarin konglagasimdaki havadan ornek
alinarak gaz kromotografisi cihazindagddendirildi. Tollen konsantrasyonunun
istenen ygunlukta (3000 ppm) oldiu goéraldu. Kafeslerin @er tarafina gaz cikini
sgilayacak olan delikler acildi. Boylelikle sicanlaagni dozda tolien 60 dakika

sureyle solutulmgioldu.

Grup Il'deki sicanlara sadece tolien solutulurkemugslil'dekilere ayrica
melatonin enjeksiyonlari yapildi. Toz halindeki atehin (Sigma, St. Louis MO,
USA) %1 etanolda ¢ozuldikten sonra fizyolojik serile sulandirilarak 10 mg/kg
dozunda olacaksekilde ayarlandi. Her gin uygulamadan birka¢ dakiece

hazirlanarak haftanin 6 gunid, 17:00-18:00 saa#easinda intraperitoneal yolla
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uygulandi. Melatonin tedavisine tolien uygulamasmdir gin 6nce B&andi,
dekapitasyon gunine kadar 30 gun boyunca devaut.edil

Bir aylik deney siresi sonunda tim sicanlar dekapdilerek olduraldi.
Biyokimyasal inceleme icin kanlari alindi. Hayvamta karacgerleri cikartilarak
ikiserli parcalara boliundld. Her sicana ait iki parcatian biyokimyasal dgeri de

immunohistokimyasal incelemeler igin kullanildi.

2.4. Biyokimyasal Deerlendirme

Biyokimyasal analizler icin alinan kargerr doku ornekleri dncelikle gak
(+4 °C) 0.15 M’lik potasyum klorir (KCI) ile yikandi vé&urutma k&idi ile
kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizator ilet@iTurrax Type T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI ¢o6zeltisi mgle 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz kabingerisinde gercekiéirildi.
Homojenat 5000xg’de 1 saat (€de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve
analiz zamanina kadar (1 hafta) “4Dde bekletildi. Elde edilen siipernatan da,
antioksidan enzimlerden olan SOD, GSH-Px, CAT Rsidatif hasarin bir gostergesi
MDA degerleri spektrofotometrik olarak tayin edildi.

2.4.1 Doku Orneklerindeki Antioksidan Enzim ve MDA Degerleri
2.4.1.1. MDA Tayini
Lipit peroksidasyon 6lcim metodu olan Esterbauetochena goére yapildi

(113) ve sonuclar nmol/gr doku proteini olarak ifade edil

2.4.1.2. SOD Tayini
Superoksit dismutaz enzim ghxleri Sun ve ark. (114)’'nin modifiye edti

metotla belirlendi ve aktivitesi U/gr doku protewlarak belirtildi.

2.4.1.3. GSH-Px Tayini
Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valent{i&5)'nin metoduna gére

calisildi ve U/gr doku proteini olarak ifade edildi.
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2.4.1.4. CAT Tayini
Katalaz aktivitesi Aebi metodu kullanilarak bakiidi16) ve sonuglar k/gr

protein ile belirlendi.

2.4.2 Karaciger Fonksiyon Testleri ve Serum Alblmin, Bilirubin
Duzeyi Tayini
Hayvanlardan alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 sdktrifiij edilerek
serumlari alindi. Serum AST, ALT, ALP seviyeleriserum albimin, direk bilirubin
degerleri otoanalizor cihaziyla (Olympus AU 600, Op#icCo Ltd, Japan) ¢ok kisa

bir strre icerisinde belirlendi.

2.5. Histopatolojik Degerlendirme
Her gruptan alinan karamrler %210’luk formaldehit solisyonunda tespit
edildikten sonra, sol ve g&aracger loblarn 1-2 mm kalininda parcalara ayrildi.
Once yikamasiemi yapilan kesitler, daha sonra histolojik takgilerinden gegirildi
(Tablo 3).

Tablo 3. Histolojik takip serileri.

Kimyasal Bekletiime

Sira Numarasi Kullanilan Madde Siiresi
1 %70 Alkol 2 saat
2 %80 Alkol 1.5 saat
3 %96 Alkol | 30 dakika
4 %96 Alkol Il 30 dakika
5 %2100 Alkol | 30 dakika
6 %2100 Alkol 1l 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol | 30 dakika
9 Xylol 11 30 dakika
10 Yumuak Parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumuak Parafin 1 saat
12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat
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Yukaridaki takip serilerinden gecirilen dokular,hdasonra parafin bloklara
(Sigma—paraplast embedding media, Stenheim, Geimgdmuldi. Mikrotomla
5um kalinlginda kesitler alinarak Hemotoksilen-EoZHE) ve Masson trikrom
boya yontemleriyle boyandi. Hazirlanan preparat@dympus BX-50 argtirma
mikroskobunda incelendi. Once kicuk buylutn@€10) ile karacgerin geneli
incelendi. Daha sonra buyidk buyitme alanin®&0) karacger hicreleri, v.

centralis, portal alan ve hicre tabakalari incelekéotasraflandi.

2.6. Immunohistokimyasal De&erlendirme
Parafin bloklardaki karagerden 5um. kalinlikta kesitler alinarak, poly-L-
lysine ile kapli lamlar Gizerine yegkirildi. Daha sonra lamlar immunohistokimyasal
olarak boyandiimmiinohistokimyasaboyamada Avidin-biyotin-peroksidaz boyama
yontemi @ABC Metodu) kullanildi. Primer antikor olaralBax poliklonal 1gG
kullanildi (Tablo 4).

Tablo 4. Immiinohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira Islem Siiresi
1 Deparafinizasyon 1 saat
2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu §eBS)de (pH: 7,6) 5 dakika
4 %3’luk HO,'de 5 dakika
5 PBS’dgpH: 7,6) 5 dakika
6 Primer antiko(Bax)—oda isisinda 30 dakika
7 PBS’dgpH: 7,6) 5 dakika
8 Sekonder antikor 30 dakika
9 PBS'dg(pH: 7,6) 5 dakika
10 Streptavidin peroksidaz 30 dakika
11 PBS'dgpH: 7,6) 5 dakika
12 AEC Kromojen 10 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen Kikiz
15 Akarsuda 1 dakika
16 Kurulama
17 Ozel kapatma maddesi ile kapatma
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Kesitler Olympus BX50 agirma mikroskobu ile dgerlendirildi. Boyanma
yayginlgl ve siddeti immunohistokimyasal boyanmaningddendirilmesinde esas
alindi. Boyanma yaygirgi parankimal hicreler ve portal alandaki boyanigildai;
siddeti ise hicrelerin boyay! tutmasi esas alindi.g®zlemler sayisal 0'dan +6’e
kadar semi kantitatif olarak derecelendirildi. Soda boyanma yaygugn ve
siddetini gosteren dgerler toplanarak sagida belirtilen “boyanma ygunlugunun
derecesi” ortaya cikarildi (Tablo 5).

Tablo 5. immiinohistokimyasal boyanmagmlugunun derecesi.

Derece Anlami
0 Yok

+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Cok
+5 Siddetli
+6 Coksiddetli

2.7. istatistiksel Analiz
Sayisal veriler, aritmetik ortalama * standart hé&l) olarak gosterildi.
Istatistiksel dgerlendirmede SPSS 15.0 bilgisayar paket progranRSES Inc.
Software Chicago, IL, USA) kullanildi. Gruplar ardark Kruskal Wallis testi ile
gruplar arasi farkin anlamigi ise Mann WhitneyJ testi ile dgerlendirildi. P<0,05

olan degerler anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Hayvanlar deneyin l&angicinda tolien verilen kafeslere girmek isteneezk
deney siresinin sonlarinagta rahat birsekilde giriyorlardi. Deneyin ilk glinlerinde
kafesin ciksindaki kapaklari zorlayarak ¢cikmaya gah hayvanlar, deney sonuna
dogru birbirlerine sokularak toplu halde yatiyorlardiolien uygulanan kafeslere
konulduktan 15-20 dakika sonra hayvanlarin reflefastle azalma oldiu ve hareket
ettiklerinde dengelerini glayamadiklari goruldi. Gunluk tolien solutulmasisoma
ermesinden sonra, kafeslerinden cikarilan hayvanlkaslarindaki tonusun oldukca
azaldgi, salyalarinin ak@i, solunum sayilarinin ve kalp atim hizlarininigrttespit
edildi. Hayvanlara kafeslere yegteilirken ve kafeslerinden cikarilirken oldukc¢a
sefkatli davraniimasina gmen deney sonundagt@ngictaki hallerine oranla oldukca
saldirgan tavirlar sergiledikleri g6zlendi. TolUerilen hayvanlarin tedavi ve
kontrol grubuna oranla yemlerini daha ge¢ tukegtikgoruldi. Deneye Bemadan
once @irliklan Olculen hayvanlar, deney suresi boyunea pazartesi tartilarak
agirhklan kaydedildi. Hayvanlarin deneyin ¢fangicindaki ve sonundakgailiklari
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark olmasin&ma&n bu farkin istatistiksel

olarak anlamli olmagh tespit edildi.

3.2. Biyokimyasal Bulgular
Gruplara ait karager doku orneklerinde, spektrofotometrik olarak SOD,
GSH-Px, CAT ve MDA dgerleri belirlendi (Tablo 6 ). Oksidatif hasari wkdmede
onemli bir parametre ve dokuda lipid peroksidasyotir gostergesi olan MDA
duzeylerinin, tolien uygulanan grupta istatistikdarak anlamli bigekilde arttgi ve

bu artgin melatonin tedavisiyle gerileglitespit edildi (p<0,05)Sekil 18).

46



Tablo 6. Gruplara ait karager doku 6rneklerindeki antioksidan enzim ve MD/A:ederi.

Doku Parametreleri Kontrol TolGen Tol+Mel P
MDA (nmol/gr pro.) 6,14+0,28 9,29+1,65 7,11+0,65 0,017
SOD (U/gr pro.) 47,48+4,98 56,41+8,06 41,61+6,08 206,
GSH-Px(U/ gr pro.) 18,40+1,64 19,15+1,92 21,10+1,30 0,415
CAT (k/mg pro.) 0,15+0,04 0,23+0,04 0,20+0,04 0,238

Deerler ortalama + SKeklinde verilmitir. (*p<0,05, dger gruplar ile kaglastirildiginda).

MDA (nmol/gr protein)
N
|

Kontrol Tolten Tol.+Mel.

Sekil 18.Gruplara ait MDA duzeyleri (*p<0,05, gir gruplarla kanlastinldiginda).

a7



Antioksidan enzimlerden olan SOD, GSH-Px ve CATatterinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olngadespit edildi.

Serum AST, ALT, ALP seviyeleri ve albimin, totallibibin dizeylerinin
tayini yapildi (Tablo 7).

Tablo 7. Karacier fonksiyonlarini gosterir kan parametreleri.

Kan Parametreleri Kontrol Toluen Tol+Mel P
ALT (U/L) 47,71+3,88 71,43+6,23 58,4345,17 0,028
AST (U/L) 219,29+15,91  280,43+21,89 234,57+26,65 0,012
ALP (U/L) 201,86+17,28 223,00+22,51 195,86+11,59 473,
Total bilirubin (mg/dl) 0,12+0,01 0,13+0,01 0,1480, 0,581
Alblmin (gr/dl) 3,36+0,07 2,85%0,12 2,99+0,08 0,006

Degerler ortalama + Sideklinde verilmitir. (*p<0,05, dger gruplar ile kagnlastinldiginda).

Toliene maruz birakilan hayvanlarda kagacihasarinin géstergelerinden
olan ALT, AST enzim duzeylerinin kontrol grubunaanta oldukca ytksek olgu,
bu yukseklgin istatistiksel acidan anlamli olgu belirlendi Sekil 19-20).

80 1

60 L
Q . -
=2 40 1
}_
H i
<20l

0 :
Kontrol Tolien Tol.+Mel.

Sekil 19. Gruplara ait ALT dizeyleri (*p<0,05 gir gruplarla kanlastinidiginda).
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Kontrol

Tol.+Mel.

Tollen

Sekil 20. Gruplara ait AST dlzeyleri (*p<0,05,adr gruplarla kaglastinldiginda).

Serum albimin ve total biltriibin diizeylerinin tayapildiginda ise albimin

dizeyinin anlamli bigekilde digtugu (Sekil 21), bilirubin dizeylerinin ise bir anlam

ifade etmedii goruldi. Melatonin tedavisinin albimin seviyesnklayda dger bir

degisiklik yapmadgi tespit edildi.

4 |
—~ 3_
< _
2 5]
£
e i
S
2 1
<

0

Kontrol

Tol.+Mel.

Tolien

Sekil 21. Gruplara ait albimin duzeyleri (*p<0,05gdr gruplarla kanlastirildiginda).

Calismamizin biyokimyasal bélimunde elde @ttiiz bu sonuglar; toltienin

karacger dokusunda oksidatif hasara yol ggti ve meydana gelen bu hasarin

melatonin uygulamasiyla dnlergghi ortaya koydu.
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3.3. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar incel@nde, kontrol grubuna
ait karacger dokularinin normal yapida olglu gozlendi §ekil 22). Tollen verilen
sicanlarin karagerlerinde y&ll dejenerasyon, hidropik dejenerasyon, sintizalder
gengleme ve hiperemi goruldi§ékil 23, 24, 25). Ayrica bu hepatositlerin yer yer
apoptotik dgisimleri de sergiledii saptandi. Tollen ile birlikte melatonin verilen
sicanlarda ise @h dejenerasyon, hidropik dejenerasyon, sinizoldaijesyon ve
apoptototik dgisimlerin azaldg goruldi Sekil 26). Hepatoselller dejenerasyon
siddeti bakimindan toliien grubu ile kdastirildiginda bu grupta hasarin daha az

oldugu goraldu.

Sekil 22. Kontrol grubuna ait si¢ganlarin karger dokusu, H.E X40.
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Sekil 23. Tolien uygulanan siganlara ait kaggeidokusunda g dejenerasyon (ok).
(*) v.centralis, H.E X40.

Sekil 24. Toluen uygulanan sicanlara ait kagmei dokusunda hidropik dejenerasyon (ok), H.E
X40.
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Sekil 25. Toluen uygulanan siganlara ait kaggei dokusunda sindzoitlerde (ok) ggeime ve
hiperemi. (*) v.centralis, H.E X40.

Sekil 26. Toluen+melatonin uygulanan si¢anlara ait kagacdokusu. Karager hiicre hasarinin
tolien grubuna oranla olduk¢a az d@dwdruluyor. (*) v.centralis, H.E X40.
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Masson trikrom ile boyanan preparatlar incelgimdie kontrol dokusunda
minimal derecede fibrozis gozlendiekil 27). Toluen verilen siganlarda v.centralis
etrafinda ve portal alanda fibréz doku arwldugu goruldi Sekil 28). iki grup
karsilastirildiginda ise fibréz doku aginin tolien verilen sicanlarda daha fazla
oldugu tespit edildi. Melatonin verilen siganlarin kagger parankim yapilarinin daha
duzgun oldgu goruldu Sekil 29).

Sekil 27. Kontrol grubuna ait karager parankim yapisi. (*) v.centralis, Masson trikra0.
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Sekil 28. Toluen uygulanan si¢canlara ait kaggei dokusunda Ucli boyama. V.centralis etrafinda
(*) orta derecede fibrozis gorilmekte, Massokrinin X40.

Sekil 29. Toliien+melatonin uygulanan siganlara ait ka@cidokusunda Uglii boyama. V.centralis
etrafinda (*) fibrozis, tolien grubuna oranla dedm parankim yapisi daha dizgin bir yapida
izleniyor, Masson trikrom X40.

54



3.3.1 Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, apoptozisin vatini ortaya koymak igin her ¢ gruba ait
karacger doku kesitlerinde yapilan immunohistokimyasalydmada Bax immin
reaktivitesi gdzden gecirildi. Bax proteininin kekger dokusunda gorunir hale
getirilerek incelenmesi icin yapillan bu boyamadagptanan reaksiyonun
yogunluguna gore semi kantitatif derlendirme yapildi.

Kontrol grubuna ait karager kesitleri incelenginde, v.centralis etrafinda ve
parankimde htcre sitoplazmalarinda, immunohistoksay olarak Bax immin
reaktivitesinin negatif oldgu (0) goruldu $ekil 30).

Tolien uygulanan sigcanlarda ise, kagacihlcre sitoplazmalarindaddetli
derecede (+5) Bax immun reaktivitesinde dnemli deaarts meydana geldi tespit
edildi (Sekil 31).

Toluen maruziyeti ile birlikte melatonin enjektdilen grupta ise, Bax immun
reaktivitesinin, karager hicre sitoplazmalarinda az (+2) boyanma @ldgozlendi
(Sekil 32).  Yapmg oldugumuz immunohistokimyasal gerlendirme sonucunda,
tollen maruziyetine kg olarak karagier dokusunda meydana gelen apoptozisin

melatonin enjeksiyonu ile baskilagdtespit edildi.

Sekil 30. Kontrol sicanlarina ait karagr doku kesiti. Parankimal ve v. centralis etrafikid*)
hiicre sitoplazmalarinda Bax immiin reaktivitesinggatif old@gu gorilmekte. ABC X40.
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Sekil 31. Toluen uygulanan sicanlara ait kagaei dokusu. V. centralis etrafindaki (*) hiicrelerde
daha belirgin olmak Uzere, karger hiicre sitoplazmalarinda, Bax immun reaktivitdgironemli
oranda ari oldusu gdze carpmakta (ok). ABC X40.

Sekil 32. Tolien maruziyeti ile birlikte melatonin uygulanaytuba ait karager dokusunun
gorunum. Sadece v. centralis (*) etrafindaki higede bir miktar boyanma goézlenirken (ok) lobdltn
diger kisimlarin da Bax immun reaktivitesinde saimadgi gorilmekte. ABC X40.
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4. TARTI SMA

Organik solventler hayatin bircok alaninda kulldrklari icin oldukca sik
karsilasilan maddelerdir. Bir organik solvent olan tolliese;i benzinden tirnak
boyasina, tutkaldan oda spreyine, silgiden duvgadma kadar evde ve endustride
sayisiz yerde kullaniimasi ile birlikte, gpelilik yapici bir madde olmasi ve
istenildiginde kolaylikla temin edilebilmesi nedeniyle pomjlanun 6nemli bir
bolumunu etkilediinden, dger organik solventlerden farkli olarak 6zel bir Gree
sahiptir. Tolien 0Ozellikle tiner ve tutkal iceridim yuksek oranlarda bulunmasi ve bu
maddelerin bamliliginin da ¢ok fazla olmasi nedeniyle, tolienin etkilietiner ve
tutkala maruz kalan insan ve hayvanlarda inceldyiegok calsma mevcuttur (11,
16-20).

TolUenin 6zellikle santral sinir sistemi ve kagge bata olmak Uzere birgok
doku tzerinde toksik etkilerinin olguna dair ¢ok sayida ¢gtna bulunmaktadir (10,
11, 15, 21, 22, 25). Bu kadar zararl etkileri oka® blyluk oranda kargmrde
metabolize edilen tollenin, kargerde meydana getiregiehasari azaltmaya ve

Oonlemeye yonelik calma sayisi yok denecek kadar azdir.

Toluenin karagier Uzerindeki toksik etkilerini ve bu etkilere kar
melatoninin dnleyici rolind inceleme yoniyle salamiz, alaninda ilk ¢ginadir.
Ustelik inceleme sadece bir metotla sinirlandirimga amaclanan hedefe klinik,
biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasgbklsgimlarla ulgilmaya
calisiimistir.

Yapms oldusumuz bu cablmada tollien ve tollenle birlikte melatonin verilen
hayvanlarin, kafese konulduktan sonra 15-20 dalgkesinde solunum sayilarinin
ve kalp atim hizlarinin arg tespit edildi. 30-40. dakikalar icerisinde haylaadan
bazilarinin ayakta durmakta zorlagdigoruldi. Bir saatin sonunda, toltenli
ortamdan alindiklarinda, salyalarinin gktve hareketlerinin oldukca yagtadig
goruldi. Hayvanlar deneyin ilk ginlerinde dahaalisn, deneyin son gunlerinde
daha saldirgan bir tavir sergilemeilenindeydiler. Tollenin cgtli yolaklar
etkileyerek psikomotor hasarlanma, lokomotor alktierde eksitasyon ve daha
sonrada inhibisyon, ayakta durma refleksinin kagiad ve sedasyon gibi bizim

gozlemlerimizi destekleyen etkilerinin olgu bilinmektedir (6, 11, 22-25, 27).
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Karacger Uzerinde toksik etkilerinin olgu bilinen organik solventler bu
etkilerini ROS (serbest oksijen radikalleri) glamunu artirarak gosterirler (19, 23,
117, 118). Oksijen, superoksit radikaline (O bazi demir-kikurt iceren
yukseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteimleetkisiyle indirgenir. Son
derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan skgiegrubu, bakirli bir enzim olan
SOD aracigiyla H,O, ve Q'ye cevrilir. Stiperoksit radikalinden daha zayikiket
olan HO,, dokularda bulunan CAT, peroksidaz ve GSH-Px gizimlerle su ve
oksijen gibi daha zayif etkili Grtinlere damiirtilerek etkisiz hale getirilir (36, 38).
ROS olgumunun c¢ok fazla oldiu durumlarda ise serbest radikallerle antioksidan
savunma sistemi arasindaki denge bozularak okketadise ve oksidatif hasara yol
acar (38, 39). Bu durum ise lipit peroksidasyonun dmemli Grind olan MDA
dizeylerinde arga neden olur (40).

Mattia ve arkadgari intraperitoneal olarak tolien uyguladiklartlaeda,
tolienin aldehit dehidrojenaz tarafindan parcalaimairasinda, superoksit
anyonunun ar§ina ba&li olarak, karagier ve beyin dokusunda ROS glmunun
hizlandgini  gostermilerdir (37). Onlari  destekler nitelikte Ulaigo ve
arkadalarinin %63 oraninda tolien ihtiva eden tiner kudlak yaptiklari
calismalarinda da karager ve akaker dokularinda lipit peroksidasyonunun son
arint olan MDA duzeylerinin yiksek, SOD ve GSH-Pizeylerinin ise d§ilk
oldugunu bulmglardir (19). Tollenin intraperitoneal olarak kuliap karacger
hasarinin agurildigl bagka bir calsmada da ayngekilde MDA dizeyinin yiuksek
oldugu tespit edilmgtir (15). Zavodnik ve arkadkri, tolienden daha toksik bir
madde oldgu bilinen CCl'un karacgerde histolojik dizeyde hasara yol ggt
ancak lipit peroksijenaz urtnleri ve GSH-Px dizegide onemli bir dgisiklik
yapmadgini bildirmislerdir (119). 3000 ppm dozunda tolien solutulapvhalarin
periferik sinir dokularinda da MDA diizeyinin yukseékOD ve GSH-Px dizeylerinin
ise diguk oldusu gorulmigtr (22, 28). Halefiglu ve arkadsglari ise yiksek dozda
tollen iceren tinerin serum MDA seviyeleri ile esgitlerde SOD ve GSH-Px
duzeylerini artirdgini tespit etmlerdir (120). 11-19 ya grubu tiner ve tutkal
bagimlisi ergen ve ¢ocuklarda, eritrosit SOD aktiviiesplazma MDA dizeylerinin
kontrol grubuna oranla olduk¢a yuksek gidu eritrosit GSH-Px duzeylerinin ise

kontrol grubuna oranla oldukca dik oldusu bildirilmistir (118). Yapilan bu
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calismalara bir buttin olarak bakifginda organik solvent maruziyeti sonrasinda lipit
peroksidasyonunun biyuk oranda gritantioksidan enzim duzeylerinin ise bazen
arttigl, bazen azal@ bazen de dgsmedii gortlmektedir. Cabmamizda ise,
tollene maruz kalmithayvanlarin karager doku 6rneklerinde MDA dizeylerinin
kontrol grubuna oranla anlamli bgekilde arttgl tespit edildi. SOD, GSH-Px ve
CAT aktivitelerinin ise istatistiksel olarak anlamblmadgini belirlendi. MDA
dizeyindeki bu arg| tollenin karagerde lipit peroksidasyonuna ve &b olarak
oksidatif hasara yol agini gostermytir.

Oksidatif stres kalsiyum dengelerini ve mitokondrembran potansiyelini
degistirerek mitokondride hasara yol acar. Hem mitokordm de DNA hasarina
yol acan oksidatif stres hiicreyi apoptozise yaogpaml 6lime sdrtkler (35, 41).
Karacger hasarinda ise, hicrelerde ytiksek oranda bulbiiare ici aminotransfer
enzimleri olan aspartat ve alanin aminotransferadalssima katilarak hasarin
seviyesine gore yuksek oranda tespit edilirler.s8feeolmamalarina rgmen yiksek
dizeyler hemen daima viral ve toksik nedenli héjgatisonucu olgan akut
hepatoselller nekrozu gdsterir. Yine spesifik olrakla birlikte serum bilirubin
dizeyi ve ALP seviyeleri de kargeir hasari durumunda artar (63, 64, 83).

Guzelian ve arkag#ari 200 ppm’in daha altinda bir dozda toliene maru
kalan matbaascilerinde ALT ve AST dgerlerinin normalin 2-3 kati oraninda
arttigini tespit etmilerdir. (33). Abdominal enjeksiyon yoluyla toltenirerildigi
baska bir calgmada ise ALT, AST, MDA ve hipptrik asit oranlarinégmemli
derecede argh tespit edilmgtir (15). Isleri nedeniyle organik solventlere maruz
kalan ayakkabi tamircilerinde ise, ALT, AST, ALP vkonjuge bilirubin
dizeylerinin, kontrol grubuyla katfastirildiginda oldukca yuksek ol@u tespit
edilmistir (17). Dossing ve arkagiari organik solvent zehirlenmesiiphesi
nedeniyle hastaneye gsairan 156 kjiden 32’sinde karager enzimlerinin yuksek
oldugunu gostermsierdir (32). Boya yaparken zehirlenensilerin kanlarinda
6lumcll dozda toltien tespit edilirken kaggar fonksiyon testlerininsari derecede
yukseldgi rapor edilmgtir (121).

Calismamiz sonuglari gerlendirildiginde, toliene maruz kalgnhayvanlarda
serum ALT ve AST dgerlerinin istatistiksel olarak anlamli bgekilde arttgi, ayni

zamanda Serum albimin dizeylerinin de belirgin daaazaldil belirlendi. ALP ve
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totalbilirubin deserlerindeki dgisikliklerin ise anlamli olmadi goruldi. ALT ve
AST duzeylerindeki argi ve albimindeki azalma, tolienin kargei dokusunda
hasara ve 6lume yol agtna dair nemli bir bulgudur.

Hucrenin hasarlanmasi ve apoptozise gitmesi est@smitokondride,
membran potansiyelinin azalmasi ya da artmasi diarakteristik olmayan
degisiklikler meydana gelir. Oksidatif stresigligk ettigi bu desisiklikler sonucunda
sitokrom c, sitozol icerisine salinir. Sitokrom icirbu salinimi Bcl-2 ailesinin anti-
apoptotik Uyeleri (Bcl-2, Bcl-XL) tarafindan durdudabilir. Diger taraftan Bcl-2
ailesinin pro-apoptotik tyeleri (Bax, Bak, Bad) iséokrom c salinimini artirmaya
calirlar.  Hucrenin 6lmesi ile yamasi arasindaki ince cizgiyi belirleyen bu
proteinlerden pro-apoptotik (Bax) olanlarin artmdsicreyi Olime biraz daha
yaklastirir (89, 99, 101-103, 122).

Lee ve arkadgari, organik bir solvent olan Cgénjeksiyonundan 64 saat
sonra, Bax proteininde agtve hepatik stellat hiicrelerde apotozisi immunathigik
olarak gostermglerdir (89). Yine CCJkullanilan benzeri bir caimada ise peri portal
bdlgede hidropik dejenerasyon, giia dejenerasyon ve geninekrotik alanlarla
lenfositik infiltrasyon bulgularina rastlanilghr (119). Organik solvent zehirlenmesi
siphesi nedeniyle hastaneyesw@ran hastalarin bir kisminda, énemli derecede
yaglanma, portal alanda fibrozis ve gdame tespit edilntir (32). DisUk oranda
tollene maruz kalan gler Uzerinde yapilan bir ¢camada ise sentrilobller ve
periportal y& birikimi ve Kupffer hiicrelerinde hiperplazi olgu gosterilmgtir (37).
Yuksek oranda tolUen iceren tutkal soluyan bir dek&aragierde blyume tespit
edilirken, histolojik incelemeler sonrasinda pearisal ve midzonal hepatosit
nekrozu, balon dejenerasyonu, makrovezikiler, migzikiler y&ll dejenerasyon
ve perisentral fibrozis belirlenstir (15).

Gergeklatirmis olduzumuz bu deneysel catnada, Bax immunreaktivitesi
icin avidin-biyotin- peroksidaz yontemi uygulanddontrol grubuna oranla tolten
grubunda Bax immun reaktivitesinde 6zellikle v. trals etrafinda olmak Uzere
onemli oranda agigoruldd. ik mikroskobik dgerlendirmede ise tolien verilen
grupta, y&li dejenerasyon, balon dejenerasyon, siniizoidlgesleme ve hiperemi
ve orta derecede perisentral fibrozis goOzlendi. 1Map deneysel caimalar

melatoninin hem dgrudan hem de dolayli olarak antioksidan etkili @aiou acga
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ctkarmstir. Melatonin hiicre ici antioksidan olan glutatysentezini stimtle ederken,
nitrik oksit (NO) sentezini ise inhibe eder. Antsattan enzimlerin etkinliklerini
artiran melatonin ayni zamanda antioksidan enzinadksidatif stresten de korur.
Mitokondrideki elektron transport zincirinden elekt kacg&ini 6nlerken, serbest
radikal Uretimini de azaltarak zincirin etkigini artirir. Melatonin hticre membranini
oksidatif saldirnlara kar daha dayanikl hale getirirken nikleer DNA'y! dlesidatif
hasara kar korur (48, 49).

Reiter ve arkaddari, melatoninin hem direk hem de dolayll olarak
antioksidan Ozelie sahip oldgunu, bu gucli antioksidan Ozgjinden dolayi
insanlarda gri derecede ROS’un Uretilip oksidatif stresin dddglt durumlarda
tedavi maksadiyla kullanilmasi gereti vurgulamslardir (49). Ogeturk ve
arkadalari solunabilir bir organik solvent olan ve denglykaracger toksisitesi
olusturmada kullanilan Cglile yaptiklari bir caymada olgan karacter hasarinda
dolayi, serum ALT, AST, ALP, total ve konjuge hilbin deserlerinin yukseldgini
ve bu dgerlerin melatonin tedavisiyle 6nemli dlciide azglai gostermylerdir (63).
Benzeri cagmalarda ise melatoninin toksik maddeyesk&aracgeri korudigu hem
biyokimyasal hem de histolojik olarak gosterigtm (64, 119). % 60-70 oraninda
tolien iceren tiner (3000 ppm/45 gun) ile yapilam balismada Baydg ve
arkadalari, oksidatif hasarin hipokampus, korteks ve Iselfamda astrositlerin
spesifik saretleyicisi olan glial fibriller asidik protein &A\P) seviyesinde asa
neden oldgunu, melatonin tedavisinin ise bu artdurdurdgunu goésterngierdir
(23). Bayda ve arkadglarinin yaptgl baska bir calgmada ise tinerin (3000 ppm/45
guin) ROS aracyla santral sinir sisteminde hasargluarak hafiza kaybina neden
oldugunu melatoninin ise bu durumu tersine cemdi belirtmislerdir (117).
Melatoninin oldukc¢a toksik etkili bir madde olanrfiealdehitin meydana getirgli
oksidatif hasari onlegi de gosterilmitir (62). iskemi-reperfiizyon hasari gturmak
suretiyle melatoninin koruyucu etkisinin ahaildigi baka bir calgmada ise,
disaridan verilen melatoninin en az fizyolojik melatonkadar beyin iskemi-
reperfizyon hasarina karkoruyucu etkisi oldgu belirtilmistir (61). Mayo ve
arkadalari, sinir sisteminde 6-hidroksidopaminin oksiflaires olgturarak neden
oldugu apoptozisin, melatonin tarafindan onleimoii gostermglerdir. Melatonininsu

ana kadar bilinen bir yan etkisi olmayip, kan beyamiyerinden ¢ok kolay biekilde
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gectiginden, Parkinson ve ger norodejeneratif hastaliklarda oldukgca yuksek bir
tedavi edici potansiyele sahip ofglu vurgulanmgtir (123). Melatonin 0Ozellikle
mitokondri Uzerinde etki goOstererek slanmayla birlikte artan oksidatif stresin
etkisiyle meydana gelen doku hasarini 6rgeblildirilmi stir (60, 124).

Calismamiz bulgular incelenginde, tolien uygulamasi ile kargerde
meydana gelen hasar tzerinde, hasara kaelatoninin koruyucu rolla belirgindi.
Kontrol grubuna oranla toltien verilen hayvanlaax immun reaktivitesinde agti
oldugu, bu artsin melatoninin tedavisiyle énemli 6lcide azgldiayni zamanda
diger histopatolojik dgisikliklerde de dizelme $gandig goruldid. Butin bu
bulgular melatoninin karager hiicre hasarini azafitni gbstermektedir.

Tolien karagierde metabolize edilgii icin, karacger rahatsizfii olan
Kisilerde tolUenin toksik etkileri artar (7). TolUesérekli maruz kalan kilerin alkol
almalari durumunda kara@r hasarinin ¢cok daha kolay hale gefec® siphesizdir
(7, 125, 126). Yine bxka sebeplerden dolay! §la karacger hastafii bulunan
kisilerde tolienden kolayca zarar gorebilirler (126jepatit B, C gibi viral
hepatitlerinde karagerde hasara yol acarak apoptozise nedengoladudukca iyi
bilinen bir konudur. Yine tuberkiloz tedavisindedi 6nemli ilaglar olan izoniazid,
rifampisin, pirazinamid birbirlerinin hepatotoksi&tkilerini artirarak daha fazla
karacger hasarina neden olurlar (127).

Sonug olarak ¢caimamiz bulgulari géz éninde bulunduryidada, karager
hastalgl yonuyle riskli (Hepatit B ve C, alkol akanligi olanlar, tiberkiloz, mantar
hastalari gibi buyik oranda kargeide parcalanan ilaglar kullananlar, vb.)
diyebilecgimiz Kkisilerin tolienin yiksek oranda bulunglu ortamlardan uzak
durmalari sglanmalidir. TolUenle ilgili glerde calganlar & yerini yeterince
havalandirmal caftiklari yerlerdeki toliien oraninin diinya standamilia Gzerinde
olup olmadg! kontrol edilmelidirler. Ayrica toliene devaml ma kalan kgilerin,
periyodik olarak karager fonksiyon testleri yapilmali ve uzman bir doktor
kontrolinden gecmelidirler. Ozellikle kiaylarinda artan hava kirlfiyle birlikte
atmosferdeki tolien oraninin da anttdistindlerek, ki ya da kurumlar bu konuda
gerekli tedbirleri almalidirlar. Yuksek dozlardaitene maruz kalansgiler ya da
tolien bg&mhlarina oksijen ve sivi tedavisinin yaninda, tyapoksidatif stres g6z

onunde bulundurularak gucli bir antioksidan verlidie TolUenin 6zellikle beyin
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ve karacger olmak tzere birgok dokudaia derecede birikgii dikkate alindginda,
kan beyin bariyerini kolayca gecebilen, hiicrenin A#na kadar kolayca nufuz
edebilen bilinen en gucli antioksidanlardan biaromelatonin de tedavideki yeri iyi

degerlendirilmelidir.
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