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OZET

ARSENIK iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURAN RATLARDA KARVAKROLUN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Arsenik, ametal ile metal aras1 bir 6zellige sahip olan dogada az bulunmasina karsin
yer kabugunun vyapisinda yaygin olarak bulunan metalloid yapili ve metal
elementlerinden biridir. Bilinen bir kanserojendir. Son yillarda yapilan arastirmalarla
karvakroliin etkili bir antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmis ve oksidatif stresi
azalttigi, boylece istenmeyen durumlarin Oniine gegilmesine katki saglayabilecegi
ifade edilmektedir. Bugiline kadar oksidatif stres kaynagi olarak arsenigin
kullanimina kars: bazi maddelerin antioksidan etkisi arastirilmistir. Bu arastirmada
da arsenik ile oksidatif stres olusturan ratlarda karvakroliin potansiyel etkisinin

aragtirilmasi amaglanmugtir.

Calismada, toplam 42 tane Wistar albino tiirii erkek rat rastgele 6 esit gruba ayrildi.
Yapilan ¢alismada arsenik (100 mg/L) ile karvakrol sirasiyla 12,5; 25; 50 mg/kg
dozlarda 28 giin boyunca gastrik gavaj yolu ile verildi. 28 giin sonunda kan, beyin,
karaciger, bobrek, akciger, testis, kalp dokularindan elde edilen bulgularda, rediikte
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve malondialdehit
(MDA) degerleri incelendi. Aym1 zamanda alkalen fosfataz (ALP), aspartat
aminotransferaz (AST), serumda alanin aminotransferaz (ALT) diizey degerleri
incelendi. Son olarak da ratlardan alinan karaciger ve bobrek doku 6rneklerinden
doku hasart ile iligkili olan histopatolojik incelemeler ve TNF-a, IFN- y ve NFkB

yangisal genlerinin molekiiler analizi gerceklestirilmistir.

Arsenik, hayvanlarda belirtilen dokularin lipit peroksidasyonunda, MDA diizeyinin
kontrole gore anlamli diizeyde yiikseldigi gozlendi. Arsenik verilen gruplarda
kontrole gore GSH SOD, CAT degerlerindeki azalma istatistiksel olarak énem arz
etti. Kontrol grubuna goére arsenik grubunun AST, ALT, ALP diizeylerinde artis
saptandi. Arsenik ile oksidatif stres olusturulup karvakrol verilen gruplarda ise AST,

ALT, ALP dizeyleri kontrol grubundaki degerlere yakindi. Arsenik uygulamasi IFN-



Y, TNF-a ve NFkB genlerinin ekpresyon diizeylerini kontrol grubuna gore arttirdi.
Histopatolojik inceleme sonucunda arsenik grubunda meydana gelen histopatolojik

degisiklikler karvakrol uygularmasi ile kontrol grubuna yaklasti.

Yapilan aragtirma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi
yapilarak, gruplar arasi farkliliklarin 6nemi ile parametreler arasi iliskiler saptanmis
ve Kkarvakroliin, arsenik ile oksidatif strese karsi olast koruyucu etkinligi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak arsenik ile indiiklenen oksidatif stres hasarina karsi

karvakroliin etki pozitif yonde etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Arsenik, Karvakrol, Rat, Oksidatif Stres, Lipid peroksidasyonu



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CARVACROL AGAINST ARSENIC
INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS

Arsenic is one of the metalloid and metal elements, which has a feature between nonmetal and
metal, and is widely found in the structure of the earth's crust, although it is rare in nature. It is
a known carcinogen. In recent years, it has been determined that carvacrol has an effective
antibacterial activity and it is stated that it reduces oxidative stress, thus contributing to the
prevention of undesirable situations. To date, the antioxidant effect of some substances against
the use of arsenic as a source of oxidative stress has been investigated. In this study, it was
aimed to investigate the potential effect of carvacrol in rats that caused oxidative stress with
arsenic.

In the study, a total of 42 Wistar albino male rats were randomly divided into 6 equal groups.
In the study, arsenic (100 mg/L) and carvacrol were found to be 12.5, respectively; 25; It was
given by gastric gavage at 50 mg/kg doses for 28 days. At the end of 28 days, reduced
glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and malondialdehyde
(MDA) values were examined in the findings obtained from blood, brain, liver, kidney, lung,
testis and heart tissues. At the same time, alkaline phosphatase (ALP), aspartate
aminotransferase (AST) and serum alanine aminotransferase (ALT) levels were analyzed.
Finally, histopathological examinations related to tissue damage and molecular analysis of
TNF-a, IFN-y and NFkB inflammatory genes were performed from liver and kidney tissue
samples taken from rats.

Arsenic was observed in the lipid peroxidation of tissues in animals, and the MDA level was
significantly increased compared to the control. The decrease in GSH SOD and CAT values
was statistically significant in the arsenic given groups compared to the control. Compared to
the control group, AST, ALT, ALP levels of the arsenic group were increased. In the groups
induced oxidative stress with arsenic and given carvacrol, AST, ALT, ALP levels were close
to the values in the control group. Arsenic administration increased the expression levels of
IFN-y, TNF-a and NFkB genes compared to the control group. As a result of the
histopathological examination, the histopathological changes in the arsenic group approached



the control group with the application of carvacrol.

The statistical evaluation of the data obtained as a result of the research, the importance of the
differences between the groups and the relationships between the parameters were determined
and the possible protective effectiveness of carvacrol against oxidative damage with tartrazine
was determined. As a result, it was determined that carvacrol had a positive effect against

arsenic-induced oxidative stress damage.

Keywords:  Arsenic, carvacrol, rat, oxidative  stress, lipid  peroxidation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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RESIMLER

Resim 1. Beyin Dokusu Histopatolojik incelemesi-a A3 (Beyin,
Arsenik grubu); (Kalin ok) Néronlarda vakuolizasyon, (Ince ok) Damarlarda
hiperemi, (Okbas1) Fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari

Resim 2. Beyin Dokusu Histopatolojik incelemesi-b A4 (Beyin,
Arsenik+C25 grubu); (Kalmm ok) Noronlarda vakuolizasyon, (Ince ok)
Damarlarda hiperemi, (Okbasi1) Fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari kler. A5
(Beyin, Arsenik +C50 grubu); (Ince ok) Damarlarda hiperemi. A6 (Beyin,
Arsenik+C100 grubu); (Kalin ok) Néronlarda vakuolizasyon

Resim 3. Akciger Dokusu Histopatolojik incelleme-a B3 (Akciger,
Arsenik grubu); (Kalin ok) intersitisyel alanda kalinlasma, (Ince ok)
Damarlarda hiperemi, (Okbasi) Alveollerde 6dem birikimi

Resim 4. Akciger Dokusu Histopatolojik incelleme-b B4 (Akciger,
Arsenik +C25 grubu); (Kalin ok) Intersitisyel alanda kalinlasma, (Ince ok)
Damarlarda hiperemi, (Okbasi) Alveollerde 6dem birikimi. B5 (Akciger,
Arsenik +C50 grubu); (Kalm ok) intersitisyel alanda kalinlasma. B6 (Akciger,
Arsenik +C100 grubu); (Kalin ok) intersitisyel alanda kalinlasma

Resim 5. Kalp Dokusu Histopalojik inceleme-a C3 (Kalp, Arsenik
grubu); (Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz
alanlar1

Resim 6. Kalp Dokusu Histopalojik inceleme-b C4 (Kalp, Arsenik
+C25 grubu); (Kalin ok) Myokard hiicrelerindehyalin dejenerasyonu ve
nekroz alanlari. C5 (Kalp, Arsenik +C50 grubu);(Kalin ok) Myokard
hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz alanlari

Resim 7. Karaciger Dokusu Histopalojik inceleme-a D3 (Karaciger,
Arsenik grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuolerdejenerasyon alanlari,
(Ince ok) Vena sentralislerde hiperemi, (Okbasi) Ciftgekirdekli hepatosit
olusumlar1

Resim 8. Karaciger Dokusu Histopalojik inceleme-b D4 (Karaciger,
Arsenik +C25 grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon
alanlar1, (Okbags1) Cift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari.D5 (Karaciger, Arsenik
+C50 grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari,
(Okbasi) Cift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari. D6 (Karaciger, Arsenik +C100
grubu); (Okbas) Cift ¢cekirdekli hepatositolugumlari

Resim 9. Bobrek Dokusu Histopalojik inceleme-a E3 (Bobrek, Arsenik
grubu); (Kalin ok) Damarlarda hiperemi, (Ince ok) Glomerulus kapillar
yumaginda vakuolizasyon, (Kivrimli 0k) Intersitisyel bolgede hemoraji alani,
(Okbas1) Bowman boslugundagenislemeler

Resim 10. Bobrek Dokusu Histopalojik inceleme-b E4

(Bobrek, Arsenik +C25 grubu);(ince ok) Glomerulus kapillar
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yumaginda vakuolizasyon, (Kivrimli ok) Intersitisyel bolgede hemoraji alani,
(Okbas1) Bowman boslugunda genislemeler. ES (Bobrek, Arsenik +C50
grubu); (Kivrimli ok) Intersitisyel bolgede hemoraji alani, (Okbasi) Bowman
boslugunda genislemeler

Resim 11. Testis Dokusu Histopalojik inceleme-a F3 (Testis, Arsenik
grubu); (Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, (ince
0k) Diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbasi) TSK
lumeninde vakuolizasyon olusumlari

Resim 12. Testis Dokusu Histopalojik inceleme-b F4 (Testis, Arsenik
+C25 grubu); (Kalin ok) TSK limeninde spermatozoit yogunlugunda azalma,
(Ince ok) Diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbas1) TSK
lumeninde vakuolizasyon olusumlari. F5 (Testis, Arsenik +C50 grubu);
(Kalin ok) TSK liimeninde sipematozit yogunlugunda  azalma, (ince
ok) Diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbas1) TSK
lumeninde vakuolizasyon olusumlart.
F6 (Testis, Arsenik +C100 grubu); (Okbasi) TSK lumeninde vakuolizasyon
olusumlar1

Resim 13. Karaciger dokusu IFN-gamma diizeylerinin mMRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
Resim 14. Karaciger dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
Resim 15. Karaciger dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
Resim 16. Bobrek dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
Resim 17. Bobrek dokusu  NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
Resim 18. Bobrek dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon

seviyelerindeki kat degisimi
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1. GIRIS

1.1. Agir Metaller

Agir metaller, fiziksel 6zelliklere bagli olarak yogunlugu 5 g / cm3’ten fazla
olan metaller olarak tanimlanabilir. Agir metaller arasinda arsenik, krom, kobalt,
kursun, demir, kadmiyum, bakir, civa, nikel ve ¢inko gibi 60’tan fazla metal bulunur
(Tufan, 2008). Yiizyillardir insanlar etkilerini bilmeden silah, tabak, tencere, taki, su
borusu ve benzer amaglarla agir metaller kullanilmistir. Bu metal cevherlerin, insan
faaliyetleri nedeniyle dogal ¢evrimler disinda pedosfere, atmosfere ve hidrosfere

antik caglardan itibaren yayilmaya baslamistir (Tufan, 2008).

Tim cansiz ve canli maddeler giinliik hayatimizin bir parcasi olan
kimyasallardan olusmaktadir. Uretilen her tiirlii iiriin farkli kimyasal maddelerin
bilesiminden olusmaktadir. Kimyasal maddelerin birgogu kullanimi dogru oldugunda
hayatimizi ve sagligimizi iyilestirebilir, ancak bir¢ogu 6zellikle yanlis kullanildiginda

saglik ve ¢evre sorunlarina neden olmaktadir (Aybar vd., 2015).

Agir metaller 6nemli gevre kirleticileridir. Toksisiteleri, ekolojileri, evrimleri,
beslenmeleri ve ¢evresel sebeplerle giderek 6nemi artan bir konu haline gelmistir
(Jaishankar vd., 2013; Nagajyoti vd., 2010). Atik sudaki en yaygin agir metaller,
insan saglig1 ve cevre i¢in risk olusturan arsenik, ¢inko, kursun, bakir, nikel, krom ve
kadmiyumdur (Lambert vd., 2000). Agir metaller ¢cevreye insan faaliyetleri ve dogal
yollarla girer. Farkli agir metal kaynaklar1 arasinda madencilik, endiistriyel atiklar,
toprak erozyonu, kentsel ylizey akis1 yer kabugunun dogal ayrismasi hastalik kontrol
ajanlar1 veya ekinlere uygulanan bocek, kanalizasyon desarji toksik maddelerin

kiiresel tiiketimi ve {iretimi sayilabilir (Morais vd., 2012).

Bu metaller hayvanlarda ve bitkilerde ¢ok onemli biyolojik islevlere sahip
olsalar da, kimyasal koordinasyonlar1 ve redoks 6zellikleri bazen onlara ek faydalar
saglar. Bu nedenle, boliimlendirme, tagima, temel hiicresel bilesenlere baglanma ve

homeostaz gibi kontrol mekanizmalarindan kagabilirler. Agir metaller, dogal
1



olmayan protein bélgelerine baglanir ve orijinal metalleri dogal baglanma
bolgelerinden degistirerek nihayetinde toksisiteye ve hiicrelerin arizalanmasina
neden olarak baglanir. Once yapilan calismalarda, biyolojik makromolekiillerin
oksidatif bozunmasinin esas olarak agir metallerin niikleer proteinlere ve DNA

baglanmasindan kaynaklandigini bulmustur (Flora vd., 2008).

“Agir metal” terimi kimyada farkli tanimlara sahiptir, bu nedenle
standartlastirilmamistir. T1p, biyoloji ve tarimda kullanimi nispeten gevsektir. Ornek
olarak tip biliminde “’agir metal zehirlenmesi’” gergek agir metallerin oldugu kadar;
yukaridaki bildirilen kimya tanimlar1 géz 6niine alinirsa agir metal sinifinda olmayan
berilyum, manganezin veya aliiminyum asirt miktarlarmin yol agtigi saglk
problemlerini de i¢ine almaktadir. Bununla birlikte, metalleri “toksik metaller”

olarak etiketlemek basli basina bir anlam ifade eder (Tufan, 2008).

Radyoaktif atiklarin kati, sivi ve toprak kirliligi, topragin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini bozdugu bir sorundur. Son yillarda hem diinyada hem de iilkemizde
ciddi bir sorun olarak kabul edilmektedir. Yukarida belirtilen bozulmaya neden olan
en Onemli faktér agir metallerdir. Bu metaller, biyolojik gelisimde ve cevre
kirliliginde ekolojik dengenin bozulmasinda 6nemli rol oynayan ana faktérlerden
biridir. Demir (Fe), ¢inko (Zn), nikel (Ni), molibden (Mo), manganez (Mn), bakir
(Cu), kobalt (Co), benzeri metaller bitki ve hayvanlarin gelisme, biiylimelerinde aktif
rol oynamakta olan mikro besin elementlerdir. Ek olarak arsenik (As), kadmiyum
(Cd) civa (Hg) ve kursun (Pb) gibi baz1 agir metaller canlilarin gelisimi igin yararli
olmayan elementlerdir. (Niess, 1999).

1.2. Arsenik

Arsenik, yer kabugunda yaygin sekilde bulunan metalloid ve metal yapil
bilesikler yeraltindaki sular yoluyla ¢oziiniip endiistriyel islemler ya da cevreye
yayilarak toksik etkilere sebep olmaktadir (Hughes vd., 2011). Arsenik de metalloid
yapili bilesiklerden biridir (Jomova vd., 2011; Hughes, 2002).



Yunan, Antik Cin ve Misir uygarliklarinda kullanildigi bilinse de 1250°li
yillarda Albertus Mangus tarafindan ilk izole edilmistir (Jomova vd., 2011; Hughes,
2002).  insan viicudundaki en yaygin 12. element sirasindadir. Cogu arsenik
bilesiginin tadi veya 6zel kokusu yoktur. Ortamdaki arsenik buharlasmaz. Cogu
arsenik bilesik suda ¢dziinmektedir. Iceren maddelerin yanmasiyla arsenik havaya
salinir, havadan yere inip birikebilir ve parcalanmaz. Fakat arsenik bir tiirlinden
digerine doniisebilir. Solunum yolu ve sindirim sistemi tarafindan viicuda
alinmaktadir (Yilmaz ve Ekici, 2005). Sularda ve besinlerde bulunan yiiksek
diizeyde (60ppm) arsenik oOldiirlicii olabilmektedir. Soluma yoluyla yiiksek
miktarlarda alinmasi solunum yollarinda ve akcigerde yaralara neden olabilir
(Tchounwou vd., 2003).

Elementler arasinda yer kabugundan en fazla bulunan arseniktir. Periyodik
tablonun VA grubundaki arsenik, metal olmayan veya meteoroid olarak
smiflandirilir. Tarim, ilag ve diger endiistriyel sektdrlerde hammadde olarak
kullanilmasina ragmen insanlar dahil farkli organizmalar tizerindeki toksik etkileri
mevcuttur. Ozellikle yeralti suyu bazi bilesikleri ve mineralleri ¢ozdiikten sonra
(6rnegin arsenik toprak ve kayalardan gectikten sonra), suda arsenik bulunur.
(Baskan ve Pala,2009)

Insanlarda ve hayvanlarda bulunan arsenik igeriginin sabit oldugu, bitkilerde ve
toprak tozunda eser miktarda arsenik bulundugu uzun zamandir bilinmektedir. Insan
viicudunda toplam 20 mg oldugu tahmin edilmektedir. Tirnaklar ve saglar disinda
cesitli organ ve dokulardaki dagiliminin &zelligi yoktur. Insan sag1 ve tirnaklarinda

biiytik miktarda arsenik bulunur (Tufan, 2008).

Arsenik, dogada inorganik ve organik formlarda bulunabilen toksik metaldir
olarak tanimlanir. Arsenik maruziyetinde endiistriyel ve ¢evresel nedenlerden dolay1
olabildigi sayilir (Rahman ve Naidu, 2009). Parenteral yolla, gastrointestinal sistem
ve solunum sistemiyle viicuda alinabilir. Arsenik maruziyeti kronik ve akut olabilir.
Akut maruz kalindiginda; paraliziler, kardiyak aritmiler, konviilyonlar, kusma, ates
meydana gelebilir. Kronik maruziyette hedef organlar esas olarak deri ve santral sinir
sistemidir. Yorgunluk, basagrisi, halsizlik, uyku hali, irritabilite, agrili kas spazmlari,

ekstremitelerde paresteziler meydana gelebilir (Sinczuk-Walczak vd., 2010).
1



Arsenik, kronik asamada kemik dokusunda birikir ve uzun yillar burada kalabilir
(Young ve Smith, 1942). Oksidatif fosforilasyon siirecinde arsenigin kemik
dokusundaki fosforun yerini aldig1 ve bu etkinin kemik dokusu tizerinde toksik

etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (Arena ve Drew, 1986).

Gidalarda diisiik miktarlarda bulunan ve dogada da ¢ok yaygin bulunan bir
element olan arsenik, kursun ve civadan farkli olarak insanlar i¢in inorganik arsenik
formlari, arsenik betain gibi organik formlara kiyasla daha tehlikeli olabilmektedir.
Gidalarda arsenigin bu iki formu (inorganik, organik) ortaya ¢ikmaktadir. Igme suyu,
arsenigin en onemli kaynagidir. Ortamda bulunan organik arsenigin balik ve deniz
tirtinlerinde yiiksek miktarda birikimi tespit edilmistir. Arsenik miktar1 bitkilerde su
kirliligi, glibre kullanimi, hava kirliligi ve topragin igerigine bagli  degisir.
Epidemiyolojik calismalarda, inorganik arsenik bilesiklerinin aliminin uzun siire
akciger kanserine neden olabildigi, diyetle alimin ise karaciger, cilt, bobrek ve

mesane kanserine neden olabilecegi gosterilmistir (Ayaz ve Yurttagiil, 2008).

Arsenik, dogal dengeyi bozan kirleticilerden biridir. Dogal diinyadaki serbest
ozellikleri ve biyolojik yapilar tizerindeki farkl toksik etkileri nedeniyle hayvan ve
insan saglig1 i¢in hayati 6neme sahiptir (WHO, 1990). Arsenikten kaynaklanan saglik
sorunlarinin diizensiz ve kotii beslenmeyle arttigi, arsenik ve sigaranin akciger
kanseri olusumunda sinerjik etkisi oldugu da ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan bir
calismada igme sular1 bakimindan arsenik icerigi yiiksek olan (ortalama 412 ppb) bir
kasabada halk {izerinde yapilan kontroller sonucunda, proliferasyon yeteneginde
azalma ve lenfositlerdeki replikasyon indekslerinde anlamli farkliliklar dikkat
¢ekmistir (Hopenhayn vd., 2003). Yiiksek seviyelerde arsenige maruz kalmanin
cevreye, hayvan ve insan sagligi ilizerinde giderek artan olumsuz etkisi oldugundan
endokrinleri yok eden maddelerde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sajiki ve Yonekubo,
2003; Halden, 2010). Son zamanlarda yapilan arastirmalarla birgok alanda yaygin
olarak kullanilan arsenigin ¢evresel konsantrasyonunun tehlikeli seviyelere ulastigi
tespit edilmistir. Bu kimyasal maddenin ¢evre kirliligi, dogrudan veya dolayli olarak
endiistriyel ve evsel emisyonlar yoluyla meydana gelir. Hava kirliligi daha hizl

olmasina ragmen, su kirliligi daha tehlikeli ve kalicidir (Kang vd., 2007).



Arsenik, ¢evrede bulunan ve insan sagligi tizerinde pek ¢ok zararl etkiye neden
olabilen toksik bir ajandir. Insanlar mesleki ve cevresel siiregler sirasinda arsenik ve
bilesenlerine maruz kalmaktadir (Ramanathan vd., 2003). Suda dogal olarak
olusmasina ek olarak, arsenik ayrica endiistriyel atiklardan ve pestisitlerden su
ortammna karisir (Friberg vd., 1979, Berman, 1980). Genotoksik oldugunu
metillenmis arsenik bilesikleri gostermistir (Rizki vd., 2006). Arsenik miktari
normalden fazla olan sularin tiikketilmesi haricinde arsenik diizeyi yiiksek sularla
sulanan tarim drinlerinde besin zincirinde birikerek insana kadar ulasmustir.
(Anderson ve Markham, 2006; Calvo vd., 2006).

Arsenik esas olarak gida katki maddeleri, bocek ilaglart ve herbisitlerin
tiretiminde, cam, kartus ve bazi lazer ekipmanlarinin iiretiminde kullanilmaktadir.
Arsenik bilesiklerinin %80’den fazlasi1 yari iletkenler, cam ve boya maddeleri gibi
tirtinlerin tiretiminde ve metal alasimlarin katki maddesi olarak kullanilir. Arsenik
ayrica pestisitler, herbisitler ve mantar 6ldiriiciiler gibi tarimsal uygulamalarda da
kullanilir. Ayrica fare zehirleri, baz1 antikanser ilaglar, boyalar, duvar kagitlari,
seramikler gibi c¢esitli iriinlerin imalatinda ve yiin i¢in ahsap koruyucu olarak
kullanilir (Tchounwou vd., 2002).

1.2.1. igme Suyundaki Arsenigin Toksik Etkileri

Dogal kaynaklar arasinda canlilar i¢in en 6nemli olan su, yeni dogmus bir
bebegin viicudunda %75’1, , yetiskin erkek viicudunun %60’ 1n1 yetiskin kadin
viicudunun %50-55’1ni olusturmaktadir. Tiim ihtiyaglarla giinliik ortalama kisi bas1
200 litreye ulasan su tiiketimi ve gilinlik su ihtiyact bir insanin 1,5-2 litre
civarindadir. Suyun temel ihtiyaclarin baginda gelmesi ve tiiketilmesi su kaynagiyla
enfekte olan bazi hastaliklarin yayilmasinda ve ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Kivang vd., 1996).

Arsenik, camasir yikama, el yikama gibi temizlik amaciyla kullanimi zararh
olmazken; icme amaciyla kullanilmast ve yemeklerde kullaniminin zararli olabildigi
gozlenmistir. Sadece insanlar i¢in degil, tiim canlilarda arsenigin toksik etkisi vardir.
Arsenik maruziyeti siiresine, formuna ve maruziyet dozuna baghh olarak

degismektedir. Insektisit olan arsenik trikloriireyle maruziyet durumunda temas
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yerinde yanma ve bronkopnomoni gelisimi oldugu bildirilirken; hafif sarimsak
kokulu ve renksiz arsin’in (yar1 iletken sanayinde kullanilir) hemolize sebep olacak

sekilde siddetli sarilik ve anemi yaptig1 bildirilmektedir (Wolz vd., 2009).

Bitkiler i¢in arsenik miktar1 c¢evresel etmenler, topraktaki arsenik miktari,
bitkinin bulundugu cografi konuma gore farklilik gostermektedir. Denizde bulunan
bitkilerde arsenik miktar1 daha yiiksek olmaktadir (Yagmur ve Hanci, 2002).
Diinyada yapilan arastirmalardan, Banglades’te yapilan bir arastirmada 29 aile
katilimiyla arsenikli su ile yetistirilmis piring Kullanilmig ve pisirilmis piringlerdeki
yiikksek seviyede arsenik bildirilmistir (Ohno vd., 2009). Uzun siire ve kisa siireli
maruziyette arsenik kalintili bitkisel ve hayvansal besinlerin tiiketiminin insan saghgi
sorunlarina neden olmaktadir. Arsenik kontaminasyonlu su tiiketen kiigiikbas ve
biiylikbas hayvanlarin ve bu hayvansal gidalar tiikketen insanlarin 6nemli izlenme ve
rezidii ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir. Mezbahalar i¢in sigirlarin kesim
sonrast analizi, saglikli hayvanlarin karacigerinde 8 ppm oraninda arsenik ortaya
¢ikardi. (Serpen, 2008). Sonu¢ olarak viicuda girmis arsenik, serum proteininin
stilfidril (SH) grubuna baglandigi i¢in hiicre metabolizmasini engellemistir. Buna
bagli olarak, dolasim bozukluklari, kapiller permeabilite bozulmakta, diger doku ve
sistem hasarlar1 goriildiigii bildirilmektedir (Bas ve Demet, 1992; Chiou vd., 1995).



1.2.2. Arsenigin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Arsenik, yer kabugunun genis bir alanina dagilmis, yogunlugu 5.78 g / cm3 ve
yer kabugunda ortalama 2 ppm konsantrasyona sahip bir metaloiddir (Volkan vd.,
2006). Arsenik, dogada dogal olarak olusan bir elementtir ve genis ¢capta dagilmistir.
(www.atsdr.cdc.gov)

Cizelge 1.1. Arsenik Genel ozellikler (Oliver, 2013)

[sim, Sembol, Atom Numarasi Arsenik, As, 33

Periyot, Grup, Blok 4. periyod, 5A grubu, p
Blogu

Atom Agirhig 74,92160 g/mol

Elektron Konfigiirasyonu [Ar]4s2 3d"4p®

Cizelge 1.2.Arsenik Fiziksel Ozellikleri (Oliver, 2013)

Oda kosullarinda fiziksel hali Kati
Yogunluk (Oda kosullarinda) 5,727 g/lcm®
Yogunluk (Stvi, Erime 5,22 g/cm®
noktasinda)

Erime noktasi 614°C (887 K, 1137°F)
Kaynama noktasi 817°C (1090 K, 1503°F)

Kimyasal olarak hem metalik hem de metalik olmayan 6zelliklere sahip oldugu
icin metaloid olarak smiflandirilir. Metalik arsenik olarak da adlandirilan arsenik
elementi gri sert bir metaldir. Arsenik, dogada farkli bilesiklerde bulunabilir.
Oksijen, kiikiirt ve klor ile birlestirilmis arsenik formuna inorganik denir ve karbon
ve hidrojen ile birlestirilmis arsenigin formu organik arsenik bilesigi olarak
adlandirilir(www.atsdr.cdc.gov). Diinya ¢apinda oral yoldan alinan arsenik en toksik
etki gosterirken, mesleki arsenik maruziyeti inhalasyonla akciger solumasidir. Cogu
organik ve inorganik arsenik bilesigi, buharlasmayan toz, renksiz veya beyaz
haldedir. Katidir. Cogunun belirli bir kokusu ve tadinin olmamasi1 maruz kalmay1

kolaylastirir (Hughes ve ark. 2011).



Arsenik hem kasitsiz hem de kasithi toksisitedir. Cevrede dogal varligi,
endiistride ve ticari lirlinlerde kullanilmasi, halkin farkinda olmadan arsenige maruz

kalmasina sebep olmaktadir (Hughes ve ark. 2011).

Arsenigin 200’den fazla mineral tiirii bulunmaktadir. Buna bagli olarak dogada
jeolojik olarak genis alanlarda pentavalent ve trivalent formlarinda yeralti sularinda
ve yiyecekler mevcuttur. En ¢ok bilinen mineral arsenopirittir (FeAsS) (Volka vd.,
2006).

1.2.3. Arsenik Kaynaklari

1.2.3.1. Dogal Kaynaklari

Arsenik, toprakta ozellikle bakir ve kursun iceren minerallerde, baz1 kaya
tirlerinde ve cevherlerde dogal haldedir. Yiizeysel akis ve yeraltinda sizma

nedeniyle riizgarla tasinan toz suya ve havaya gegebilir (Chou ve Rosa, 2003).

Yerkabugundaki toplam arsenik miktar1 4,01*106 kg, kilogram basina ortalama
6 mg oldugu tahmin edilmektedir. Deniz suyunda belirtilen arsenik konsantrasyonu
0.09-24 mg/L arasinda degisir. Yiizey sularinda arsenik, 0.15 — 0.45 mg/L arasindadir
(Bissenve Frimmel, 2003). Arsenigin bulundugu dogal kaynaklar, volkanik kayalar,
baskalasim kayalari, deniz suyu, ¢okiintii kayalar1 (organik/inorganik killer), ilicalar,
mineral ve kaplicalar arasinda bulunur (EPA, 2003) Ayrica dogal kaynaklar arasinda

kaya erozyonu, volkanik hareketler ve orman yanginlari da bulunuyor (EPA, 2003).

1.2.3.2. Antropojenik Kaynaklar

Arsenik, dogal kaynaklarda yaygmn bulundugu kadar antropojenik(yapay)
kaynaklar1 da olduk¢a c¢esitliligi mevcuttur. Arsenik igeregi yiiksek endiistriyel
tirlinler arasinda kozmetikler, kagit ve kagit endiistride iiretimi, , cam {iretimi, ahsap,
dericilik, kereste koruma iglemleri, ¢cimento igletmeleri, boya isletmeleri, ila¢ sanayi,
yari iletken madde tiretimi, herbisit sanayi ve tibbi kullanimlarinda bulunmaktadir.
Ayrica zirai uygulamalar, fosil yakitlar kullanimi, nikel, bakir, altin madenciligi,
cevher, diizenli depolama sahasi sizint1 sular1 ve tasfiye etme islemleri de arsenigin

antropojenik kaynaklari arasinda sayilir (EPA, 2002).



Arsenik, diinya iizerinde yaygin olarak dagilmis dogal bir elementtir. Serbest
halde bulunan arsenik dogada iz miktarda bulunsa da arsenat ve arsenit filizleri
seklinde olan mineraller daha yaygin bulunur (Bissen ve Frimmel, 2003;
Thirunavukkarasu vd., 2005). Dogal yollarla arsenik bagli oldugu minerallere,
maden filizlerinden ve kayaglardan ¢6ziinebilir ve su ortamlarina gegmesi miimkiin
oldugu bildirilmistir. Ayrica antropojenik olarak lastik iiretimi, petrol rafinasyonu,
organik ve inorganik kimya endiistrileri, boya sanayi (tekstil boyalari, matbaa
miirekkebi), cam ve seramik endiistrisi gibi arsenik kontamine olmus atiklarin ¢iktigi
ve yeterince kontrol edilemeyen sektorler arsenik kirliligine neden olabildigi
bildirilmektedir (Banerjee vd., 1999; Viraraghavan vd., 1999; Bissen ve Frimmel,
2003). Baz1 deterjanlar i¢in yapisinda arsenik bulasigi sulara karigmasina sebep
olabilmektedir (Banerjee vd., 1999; Viraraghavan vd., 1999). Ek olarak, birden fazla
arsenik bilesigi (6rnegin, herbisitler, pestisit gibi) icerebilen tarimsal bdcek
ilaglarmin  kullammi, sudaki diger arsenik kaynaklanidir. Ozellikle tarimsal
faaliyetlerde arsenik yiizey ve yeralti sularina karigabilir (IRC, 2006) .

1.3. Arsenigin Kronik Etkileri

Genellikle igme suyundan kaynaklanan arsenik zehirlenmesi bu gruptadir ve
kronik maruziyet altinda kiiciik dozlarda (5-20 yil, ortalama 10 yil) ortaya c¢ikar.
Arsenik sagta, tirnaklarda (beyaz cizgiler), ciltte ve i¢ organlarda birikir ve sistein
proteinleri acisindan zengindir. Tirnaklar giinde yaklagik 0.12 mm uzadigindan, 100
giin boyunca tek doz arsenik alindiktan sonra bile tirnaklarda hala arsenik bulunabilir
(Das ve Sengupta, 2008; Yagmur ve Hanci, 2002). Kambogya'da yiiksek arsenik
icerikli su tiiketen 97 kisinin sa¢ ve tirnak muayenelerinde tirnak 6rneklerindeki
arsenik icerigi 1.06-69,48 mg / kg, sa¢ o6rneklerindeki arsenik igerigi 0.92-25,6 mg /
kg olarak tespit edilmistir. Organik arsenik, beynin lipit yapisinda daha fazla birikme
egilimindedir (Mazumder vd., 2009).

Icme suyundaki arsenik konsantrasyonuna, alim siiresinin uzunluguna ve
insanlarin beslenme durumuna gore toksisitenin kesfi, uzun siire 10 ppb'nin tizerinde
icme suyu kullanan bireylere baglidir. Uzun siireli arsenige maruz kalmanin ilk

semptomlar1 ciltte renk degisiklikleri ve cilt keratin dokusunda kalinlasma ile
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gbzlenir. Istahsizlik, yorgunluk, mide bulantis;, kusma, kabizlik ve sindirim
hastaliklar1 gibi bulgulara rastlanir. Uzun siireli arsenige maruz kalma durumunda,
kulugka doneminden sonra kapillar permeabilite (kilcal gegirgenlik) bozulur ve

dolasim hastaliklar1 gozlenir (Huang vd., 2009).

Arsenik hamile kadinlarda plasentadan kolaylikla gegerek fetiiste birikir ve
emziren kadmlarin siiti ile bebegi etkilemekte oldugu, Banglades'in Matlab
bolgesinde yapilan bir ¢alismada, yiiksek arsenik igerikli su tiiketen 140 gebenin
bebekleri lizerinde, timus gelisiminin ve interleukin-7 tiretimi olumsuz etkilendigi ile
birlikte bu durumda immiin baskilamaya neden olabilecegi bulundu (Ragib vd.,
2009). Ayn1 bolgede yapilan bir baska c¢alisma, rahimde arsenige maruz kalan 18
aylik 2400 cocuk iizerinde gerceklestirildi; calisma, idrar arsenik diizeylerinin diger
bolgelerdeki ayni yastaki ¢cocuklara gore anlamli derecede yiliksek oldugunu ortaya
koydu. Bu ¢ocuklarin idrar arsenik seviyelerinin de siitten kesildikten sonra onemli

olglide diistiigii tespit edildi (Fangstrom vd., 2009).

Baltimore'daki Johns Hopkins Universitesi'nden doktorlarmdan Dr. Ana Navas-
Acien ve arkadaslar1 tarafindan Amerikali yetigkinler iizerinde yapilan 2005
arastirmasinda, idrardaki arsenik seviyesi ile tip 2 diyabetin baslamas1 arasinda yakin
bir iliski oldugunu buldular. Tip 2 diyabetik hastalarda idrar arsenik seviyeleri, hasta
olmayanlara gore %26 daha yiiksektir. Arastirmacilar hiicrelerde arsenik biriktiriyor;
insiilinin, glikozun hiicreye emilmesine izin veren sinyal iletimini bloke ederek kan

sekerinin enerjiye doniisiimiinii engelledigi soyleniyor (Navas-Acien vd., 2008).

1.4. Canhlar Uzerinde Etkisi

Diinya Saglik Orgiitii, igme suyundaki arsenik igeriginin 10 pg / L oldugunu
belirlemistir. Raporlara gore, diinya ¢apinda ortalama 41 milyon insan bu seviyenin
tizerinde arsenikle kirlenmis yeralt1 sularindan arsenige maruz kaliyor (Nordstrom,

2002; WHO 2003).

70-180 mg arsenik almanin organizmalar iizerinde oldiriicti etkisi vardir.
Arsenik zehirlenmesinde, yutkunma giigliigii, kas kramplari, karin agrisi, ishal,
koma, susuzluk ve olim meydana gelebilir. Arsenik o6zellikle sa¢ ve tirnaklarda

birikerek cilt, akciger ve mesane kanserine neden olabilir. Nefeste sarimsak kokusu,
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agir terleme, kas giicsiizliigii, ciltte renk degisikligi, ellerde ve ayaklarda his kayb1 ve

ayakta dururken kangren belirtileri ortaya ¢ikar (Caglarirmak vd., 2010).

1.5. Arsenigin Gidayla liskisi

Dogada genellikle belirli bir miktar arsenik bulunur ancak tarim ilaci kullanimi
ve endiistriyel atiklarin ¢evreye atilmasi nedeniyle toprak, su ve tahillardaki arsenik
icerigi artmistir. Toprag: kirleten arsenik bitkiler araciligiyla insanlara ve hayvanlara
tasinabilmektedir. Topraktaki arsenik icerigi genellikle 6 pg/g olmasina ragmen,
topraktaki arsenik igerigi arsenik bazli pestisitlerin kullanilmasi nedeniyle 500 pg/g
kadar yiiksek olabilir. Yiiksek miktarlarda arsenik hayvanlara ve insanlara tasinarak
topragi, suyu ve bitkilerin ve tahillarin diger ¢evresel kaynaklarini Kirleterek
zehirlenmeye neden olabilir (Yagmur vd., 2002; Navarro, 1993) Arsenik
zehirlenmeleri siddetli karin agrilari, ates, kusma, bulanti, bogazda sikisma, agiz ve
bogazda yanma, kolera benzeri ishal, agizda metalik tat, istahsizlik, yiizde solukluk,
bacaklarda kasilma, reflekslerde yavaslama, kansizlik, elektrokardiyogram
bozuklugu, tirnaklarda cizgiler, soguk ve islak deri, gbzlerde ¢okme, karaciger
biiyiimesi, girtlak ve karin agrilari, periferik sinir sistemi zedelenmesi, deride siyah
lekeler, zayif ve diizensiz nabiz, felg, dolasim ve kalp yetmezligi, koma ve 6liimle
sonuglanmaktadir . Arsenik, akciger, kolon, karaciger, bobrek, mesane ve kemik
kanserlerine ve damar sertligine neden olabilir (Vural, 1993). Arsenik bilesikleri
ozellikle cildi, gozleri ve solunum yollari tahris edicidir. Insanlar su iiriinlerinde
(0zellikle baliklarda), igme suyunda, sarapta ve diger yiyeceklerde her zaman biiyiik
miktarlarda arsenikle karsilasirlar. EPA, i¢gme suyundaki maksimum arsenik

iceriginin 10 ppb oldugunu belirlemistir (Omaye, 2004).

Arsenikli cam imalati, kursun sertlestirme, anti bakteriyel madde iretimi,
pestisit iretimi, hayvan yemi katki maddeleri, pas oOnleme {iretimi, tabaklama
maddeleri, insan ve veteriner ilaglar, av tiifegi, kartuslar, belirli alagimlarin ytliksek
sicaklik dayanimini iyilestirme, radyolojik teshis yontemleri, ilag, tiitiin, pamuk ve
pamuktaki izotoplar tarimsal pestisit iretiminde, odun korumasinda ve diger
alanlarda kullanilmaktadir. Arsenikle kirlenmis toprak, su ve hava arsenigi

kirletecektir. Sudaki agir metal arsenik icerigi farkli oranlarda bulunur (Tchounwou
vd. 2002).
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1.6.Arsenik ve Karvakroliin Antioksidanlar ile iliskisi

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak incelenirler:
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) birinci derece enzimatiklere ve glukoz 6- fosfat dehidrojenaz
(G6PD) ikinci derece enzimatiklere 6rnek gosterilmektedir (Pellegrini vd., 2009;
Bhardwaj vd., 2006) Enzimatik olmayanlar ise; Vitamin (A, C, K ve E),
mineral (Se, Zn), organosiilfiir bilesikleri (allium,allil siilfit, indoller), karotenoitler
(B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin), diisiikk molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH-
Px, trik asit), polifenoller ve antioksidan ko-faktorler (ko-enzim Q10) seklinde
incelenmektedir (Pellegrini vd., 2009; Cemeli vd., 2009). Ayrica antioksidanlar;
eksojen (karoten, C, A ve E vitamini), vitamin (C vitamini), protein (melatonin),
endojen (melatonin, SOD, GSH-Px, CAT), iz element (Mg, Se) komleks bilesik
(katesinler, epigallaktokatesin), hidrofilik (askorbik asit, iirat, flavonoidler),
hidrofobik (B-karoten, a-tokoferol), direkt etkili (SOD, CAT), indirekt etkili (vitamin
E) olanlar seklinde gruplandirilabildigi gibi, membran (vitamin A ve E, Bkaroten),
sistem (Se, Zn) antioksidanlari, sitosol (ko-enzim QI10) ve dolasim (vitamin C,

aminoasitler ve polifenoller)seklinde de siniflandirilmaktadir (Cornelli, 2009).

Arsenigin trettigi Serbest radikallerin karsi antioksidan etkileri incelemek
amaciyla yapilan calismalarda, antioksidan o6zelliklere sahip olan vitamin C ve
vitamin E’nin arsenigin meydana getirdigi oksidatif stresi ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu engelledigi, boylece plazma ve doku enzim diizeyleri normal
biyokimyasal degerlere geldigi bildirilmistir. Bu durum, uygulanan antioksidanlarin,
arsenigin meydana getirdigi oksidatif stresi ve hiicresel hasari azaltmis olabilecegine
yorumlanmugtir (Halliwell, 1996; Rinne ve ark., 2000; Duarte ve Lunec, 2005; Gupta
ve ark., 2005; Al-Attar, 2011).

Bitkisel kaynakli antioksidanlarin, enzimatik antioksidanlar kadar olmasa da
oksidatif hasara karsi koruyucu etkili oldugu bilinmektedir (Wu and Ng, 2008).
Giiniimiizde yapilan birgok ¢alisma, kalp, karaciger, beyin, barsak ve bdbreklerde I/R

hasarinin baz1 antioksidanlar ile belli olgiilerde Onlenebildigini gostermektedir
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(Kahraman, et al., 2003; Singh, et al., 2004). Hipoksiye bagli bobrek hasarlarinin
patogenezinde serbest radikal ve antioksidan enzimlerin roliiniin belirlenmesi
antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir (Ozer vd., 2005). Antioksidan
maddeler, aktif oksijen olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri
tutarak, oksidasyonun neden oldugu =zararlar1 hiicresel bazda engellemekte ve
dejeneratif hastaliklarin olusumunu durdurmaktadir. Arastirmamizda kulladigimiz,
kekik ana maddesi olan karvakrol serbest oksijen radikalleri ile etkilesim olusturarak
antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (Ruberto vd., 1998) Insan saghig
bakimindan antioksidan fonksiyonlar1 ile 6n plana ¢ikan maddeler E ve C
vitaminleri, karotenoidler ve fenolik maddelerdir. Fenolik maddeler, meyve, sebze,
baharat, tahil ve igecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Tosun
ve Karadeniz, 2005). Dogal antioksidanlarin en Onemli grubu olan fenolik
maddelerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklari bilinmektedir (Aybek vd, 2005). Kekik yaginin ve kekik
suyunun ana bileseni olan karvakrol (Car)’iin gesitli sentetik antioksidanlardan ¢ok
daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ugucu bir
monoterpen olan bu bilesik; antimikrobiyal, antifungal, dogal gida koruyucu ve
memelilerde yaslanmay1 geciktirici 6zelliklere sahiptir. Ayrica karvakroliin giiglii bir

antimutajenik ve antitiimér etkilerinin oldugu ilerisiiriilmiistiir (Ipek vd., 2005).
1.7. Karvakrol

1.7.1. Karvakrol Tarihcesi ve Genel Ozellikleri

Karvakrol, kekik ve aromatik bitkilerin bir¢ok ugucu yag fraksiyonunun dogal
bir bilesenidir. Karvakrol, ABD Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan gidalarda
kullanilmak iizere onaylanmistir ve Avrupa Konseyi, Karvakrolii B Sinifi kimyasal
tatlandiric1 olarak listelemistir. Kavakrol; 2-p-izopropilfenol, 2-hidroksi-p-izopropil,
izopropil-o-kresol, izotimol, 5-izopropil-2-Metil fenol adin1 da vermistir. Molekiiler
formilii C10H140 ‘dur (Vincenzi ve ark. 2004). Dogal bir anti bakteriyel bilesik
olan Karvakrol; suda neredeyse ¢oziinmez ancak eter ve alkolde ¢oziiniir. Donma
noktast 0,5 © C ve kaynama noktasi yaklagik 240 ° C'dir. Ozgiil agirhik 0.980-
0.983'tlir (The Turkish Oregano Company).

Karvakrol, Thymus ve Origanum tiiriindeki fenolik bir bilesik olan Karvakroliin
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ana bilesenidir. Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 etkili oldugu igin giiglii bir
anti bakteriyel, antiparazitik, antitoksin, antimikrobiyal ve antifungal ajandir.
Hidrofobik bir bilesik oldugu igin esas olarak bakteri zarindaki proton enerjisini
zayiflatir ve zardaki pH ve elektron akisim1 yok eder (Veldhuizen ve ark, 2006).
Karvakrol, cesitli aktivitelere sahip olmasi ve birgok antioksidan o6zellige sahip
olmasi ve kimyasal yapisinda hidroksil (-OH) bulunmasi nedeniyle bir antioksidan

olarak diisiiniilebilir (Sokmen vd., 2004).

Karvakrol, dogada ozellikle Lamiaceae'ye ait Satureja, Thymbra, Origanum,
Coridothymus ve Thymus gibi ¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinda bulunur (Baytop,
1991; Vincenzi vd., 2004). Karvakrol ve timol, ugucu yaglarinin%60'mdan fazlasini
olusturur. Labiate ailesindeki tiim cins bitkilerin (kekik tiirleri dahil) ortak 6zelligi,
¢ok sayida ugucu yaglarin ana bileseninin ve ugucu yag i¢ermeleri kekige benzersiz
bir aroma veren Karvakrol olmasidir (Baser, 2001; Baydar vd., 2004). Ayrica
Karvakrol, Carum, Anabsis, Mentha, Cinnamomum, Zea, Ocimum, ve diger
bitkilerden izole edilir (Golob vd., 1999). Raporlara gore Karvakrol, analjezik etkiye
sahip bitkilerin ana bilesenidir ve bitkisel ilactaki Karvakrol igerigi arttikca analjezik
etkisi de artmaktadir. Bu nedenle Karvakrol, kekik esansiyel yagmin analjezik
etkisidir (Aydin ve Beis, 2005).

Son yillarda yapilan caligmalarda, KAR’m insan saghgmi genotoksik

maddelerden koruyabildigi ve in vitro DNA sentezini inhibe edebilecegi bildirilmistir

(Ipek vd., 2005).

1.7.2. Karvakroliin Halk Saghgina Etkileri

Kekigi en temel ve etkili bileseni karvakrol ve timol’diir (Zeybek vd., 2010).
Fitoterapi alaninda genis tedavi yontemi olarak kullanilmakta ve yaygin olarak
Tiirkiye’de yetistirilmektedir. Tibbi amagla kullanilacak kekikte en az %20 oraninda
karvakroliin olmas: beklenir. Ancak Tiirkiye’de bu oran %85’lere g¢ikmaktadir
(Merigli, 2010).

Kekik yag1 bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Sadece tedavi edici bir madde olarak
degil, ayn1 zamanda gidanin bozulmasin1 dnlemek i¢in bir bocek ilact ve herbisit
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olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir. Kekik yaginin damitilmasiyla elde edilen
esansiyel kekik yag1 ve kekik yaginda biriken %0,1 oraninda kekik yag1 iceren kekik
suyu hiperkolesterolemi, seker hastaligi, mide bagirsak hastaliklari, tist ve alt
solunum yolu hastaliklarinda kullanilabilir (Baytop, 1999; Baydar, 2007; Baser vd.,
1991; Tiimen vd., 1994). Kullanim1 bunlarla sinirli olmayip istah agici, kalp damar
hastaliklari, bagirsak parazitleri ve safra yollar1 hastaliklarinda da kullanilir (Baser
vd., 1991; Timen vd., 1994; Isik vd., Rasooli vd.,2006; Kabouche vd., 2005; Hedhili
vd., 2002).

Mercankosk ve serbetgiotu mercankOskiinde (Dittany of Crete) karvakrol
miktar1 sirasiyla %50 ve %70'dir (Ledn-Rodriguez, 2008). Bazi in vivo Ve in vitro
calisma, antibakteriyel, antiseptik, antioksidan, antispazmodik, biiylime dahil olmak
tizere karvakrol besin maddesinin farkli biyoaktivitesini tanimlamistir (Luna vd.,
2010; Soltanab vd., 2011; Hashemipour vd., 2013; Bravo vd., 2014). Promotoér,
balgam soktiiriicii, antifungal, antiviral, anti-inflamatuar, immiinomodiilator ve
antitussif, kemopreventif, ayrica rumen mikrobiyal fermantasyonunun degistiricisi
ve metan emisyonunun azaltilmasi. Karvakrol, {izerinde 6nemli biyoaktivitelere
sahip bir molekiildiir. Kanathi ve hayvan fizyolojisi ve metabolizmasi, bu bilesik
diyete eklendiginde kanatli eti tizerinde antioksidan etkiye sahip olabilir. Karvakrol,
hiicresel membranlarin igin oksidatif yikimma yol agan lipid peroksidasyonu
azaltilmasinda olusan dogal antioksidan maddeler kritik bir rol oynamaktadir. Ayni
zamanda bu bilesiklerin zararli etkisinin toksik metabolitlerin (serbest radikaller)
tiretiminde artiga sebep oldugu ve ayrica apoptoza yol agabildigi bildirilmistir (Rhee
vd., 1996; Yanishlieva vd., 1999). Bavadekar (2012) ise karvakroliin prostat kanseri
hiicrelerinde hiicre o6limiinii destekledigini bildirmistir. Bazi fitojenik katki
maddelerinin veya soguk preslenmis yag, ugucu yag veya ekstraktlar gibi {iriinlerinin
hayvan ve kanath diyetlerine canli viicut agirhigini, viicut agirhigr artisini, yem
doniigiim oranini, bagisiklik tepkisini, antioksidan durumu, karkaslari iyilestirdigi
bildirilmistir. Ozellikler, kalite ve diisiik morbidite ve mortalite oranlari. Mevcut
inceleme, hayvan ve kanatl iiretimi vesaghiginda karvakroliin etki mekanizmalart,
metabolizmas1 ve atilimi, biyolojik aktiviteleri ve faydali uygulamalar1 dahil olmak
tizere bir¢ok Onemli yonii kapsamaktadir (Ashour vd., 2014; Farag vd., 2014;
Alagawany vd., 2015a, 2015b; Dhama vd., 2015).
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Son yillarda akciger kanserinde goriilme siklig1 artan adenokarsinomda KAR'in
kanser hiicrelerinin sayisin1 azalttigi, hiicrelerin morfolojisini bozdugu ve toplam
protein oranini diislirdiigli gosterilmistir (Koparal ve Zeytinoglu, 2003). 2009 yilinda
yapilan bir arastirma, KAR suyu igen sig¢anlarin karaciger DNA's1 ve testis
hiicrelerinin, kontrol grubuna kiyasla hidrojen peroksit (H202) oksidasyonuna daha
direngli oldugunu gostermistir (Slamenova vd., 2007). Raporlara gore Akdeniz
bolgesinden toplanan kekikten damitilan timol ve KAR ugucu yaglari biyolojik
toksisiteye sahiptir (Panizzi vd., 1993). Baska bir galismada, kekigin 25 farkli
bakteriye karsi antimikrobiyal aktivitesi gosterilmistir (Dorman ve Deans, 1993).
KAR'm gr (-) ve gr (+) bakteri tiirlerine kars1 etkinligini gosteren bir calismada,
KAR'm antibakteriyel etkilere sahip oldugu bildirildi (Marino vd., 1993). Yapilan
diger c¢alismalarda ise karvakroliin Listeria monocytogenes ve Escherichia coli
tizerine bakterisidal etkileri ispatlanmistir (O’Gara vd., 2000; Burt ve Reinders,
2003).

Calismalar, sadece antibakteriyel etkilere sahip olmadigini, ayn1 zamanda
antiparazitik ve antifungal etkilere de sahip oldugunu gostermistir. Karvakrol ve
timoliin, mantar mikroorganizmas1 Aspergillus niger'in organellerini, hiicre zarlarini
ve hiicre duvarlarim1 yok ederek inhibe edici etkisi oldugu tespit edilmistir (Raooli
vd., 2006). Bu ugucu yaglar baharatlarda bulur ve dogal antioksidandir. Kekikteki
karvakrol, serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girer ve antioksidan aktivite
gosterir. Karvakroliin antioksidan aktivitesinin sentetik antioksidanlardan daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Schwarz vd., 1996). Calismalar, karvakroliin iyi bilinen
askorbik asit ve vit-E kadar giiclii oldugunu gostermistir (Aeschbach vd., 1994,
Marwah vd., 2007).

1.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres: SOR, viicudun ii¢ ana mekanizmasi olan enerji, reaksiyon ve
metabolizma ile olusur. Metabolik reaksiyon, SOR'un en 6nemli kaynagidir. Yiiksek
reaktivitesi nedeniyle ortaya ¢ikan SOR, hiicreler iizerinde zararl etkilere sahiptir 4.
Organlarin / dokularin, i¢sel oksidasyon ve antioksidanlar arasindaki dengeyi her bir
hiicrenin fizyolojik sinirlari i¢inde tutmasi 6nemlidir (Pellegrini vd., 2009; Cemeli
vd., 2009; Hassimotto vd., 2008). Oksidatif stres, oksidanlarla antioksidanlar
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arasindaki dengenin bozulmasi (oksidan sistem i¢in yararhdir), lipid peroksidasyonu
ve organizmada hiicre hasarina neden olan serbest radikallerin / aktif oksijen
tiriinlerinin salinmasindan kaynaklanir. Viicudun savunma mekanizmasi (antioksidan
mekanizma) oksidatif strese direnmek i¢in yeterli degilse hiicrede oksidatif hasar
meydana gelir ve fonksiyonu biiylik 6l¢iide bozulur. Bir¢ok hastaligin patogenezinde
yagamsal onemi nedeniyle hastaligin siddeti artmistir. Bu mekanizma yaslanma
stireci ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, sepsis, norodejeneratif hastaliklar,
bobrek yetmezligi, kisirlik, kas ve karaciger hastaliklar1 gibi birgok hastaligin
sebebinden sorumludur (Karatas ve Kamisli, 2007; Ruiz vd., 2005).

Oksidatif stres, oksidan olusumu ile birlikte antioksidan savunma dengesi
oksidan yoniinde bozuldugu zaman goriiliir. Oksidatif stres, basta yaslanma, diyabet
kanser, kalp hastaligi, ve diyabetik komplikasyonlar olmak tizere birgok patolojik
durumun patogeneziyle yakindan ilgilidir. Bircok deneysel kanit, artan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin dretiminin ve zayiflamig antioksidan savunma
yeteneklerinin bu karmasik mekanizmalarin temeli oldugunu gostermektedir (Atalay
ve Laaksonen ,2002). Serbest radikaller, aecrobik metabolizma sirasinda hayvanlarda
ve bitkilerde iiretilir ve memelilerde ve bitkilerde lipid peroksidasyonuna, protein ve

DNA hasarina ve hiicre 6liimiine neden olur (Caylak, 2011).

Diyette bulunan antioksidanlar, serbest radikalleri 6nlemede faydalidir ve
insanlarda birgok hastalik ve kanserin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar. Serbest
radikal iireten asamalara (zincirde gerceklestirilen lipid peroksidasyonu gibi) gore
hareket ederler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) konsantrasyonunu dogrudan
azaltarak serbest radikallerin iirettigi ilk serbest radikalleri notralize ederler. Bu anti-
oksidatif stres etkilerini gosteriyor. Gegis metalleri ile selatlayarak. Hayvanlarda ve
bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan oksidatif savunma sistemlerinin
mekanizmalar1 hakkinda bilgi, gelecekteki arastirmalar igin yararli ilkeler
olusturacaktir (Caylak, 2011). Insan metabolizmasinda oksijeni kullanan insan
viicudunun normal siirecinde, reaktif oksijen tiirlerini olusturmak igin, peroksinitrit
(ONOO-), hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen (102) olusan belirli faktorler
tarafindan tesvik edilir. agir metaller, herbisitler, pestisitler ve cevreyi Kkirleten
maddeleri tedavi etmek igin kullanilan diger bir¢ok ilag, 6rnegin insan viicudu ile

etkilesime girerek aktif oksijen olusumuna neden olur.Bu dis etkenlere ek olarak,
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antibakteriyel savunma sistemi gibi bir¢ok baska durum viicutta iltihaplanma Cinsel
hastaliklar, kanser olusumu ve yorgunluga neden olan siddetli egzersizler de aktif
oksijen  olusumunu tesvik eder.Antioksidanlar  aktif  oksijen  birikimini
engelleyemezse insan ve hayvan metabolizmasinda oksidatif stres varligina neden
olur (Anonim, 1994; Sies ve Stahl, 1995; Sies vd., 1998).

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik oldugundan, organizmalar onlari
etkisiz hale getirmek i¢in savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bunlara
"antioksidanlar" denir. Hiicredeki ana antioksidan enzimlerin en 6dnemlisi SOD'dir.
Bakir ve ¢inko siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD), siiperoksit radikallerini
sitoplazmada hidrojen peroksite doniistiiriir ve mitokondriyadaki manganez SOD'yi
(Mn-SOD) hidrojen peroksite dontistiiriir. Bir baska onemli antioksidan enzim olan
glutatyon peroksidazdir (GSH-Px). Enzim, olusan H2O02'yi suya doniistiiriir
(Ozgdemen, 2007; Eris, 2008). Oksidatif stres, DNA iizerindeki karbonhidratlarin,
proteinlerin, lipidlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin yok edilmesi olan peroksitler ve
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi olarak da tanmimlanmaktadir. Bunun
nedeni, reaktif oksijen tiirlerinin (hidroksil radikalleri, siiperoksit serbest radikalleri,
hidrojen peroksit) {iretiminin artmasi veya bu reaktif {irlinlere karsi savunmanin
azalmas1 olabilir (McCord, 2000). Antioksidan igerigi azaldiginda oksidatif stres
olusur. Bu nedenle antioksidan enzimlerin aktivitesi hiicre savunmasinda ¢ok

onemlidir (Ince vd., 2010).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deney Hayvanlari ve Etik Kurul Onay:

Calisma oncesi Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulundan (AKUHAYDEK) c¢alisma i¢in Etik Kurul onayr alindiktan sonra
calismada 200-300 g agirliginda 42 Wistar albino tiirii erkek rat kullanilmistir. Temin
edilen ratlar gruplara ayrilarak deney siirecine alinmadan 6nce 7 giin siireyle ortama
aligmas1 saglanmistir. Ratlar deney hayvanlart iinitesindeki kafeslerinde; 24+1 °C
derece sicaklikta, 12 saat 1sik/karanlik ve diizenli havalandirilan ortamda
bulundurulmustur. Ratlara karvakrol igerigi diisiik yem ve ad libitum su verilmistir.

Giinliik kontrolleri yapilip igme suyu her giin taze olarak verilmistir.

2.2. Calisma Yontemi

Hayvanlar her grupta 7'serli olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Toplamda 42 Wistar
albino tirt erkek rat kullanildi. Deneysel asamada, Calismada kullanilacak olan
Karvakrol (Nafees vd., 2013; El- Sayed vd., 2015) ve Arsenik (Ince vd., 2019) i¢in
secilen dozlar daha 6nceden yapilmis ¢alismalar incelenerek belirlenmistir. Deney

gruplar1 asagida belirtildigi sekilde yapilmstir.

Grup I- (Kontrol grubu) (diisiik karvakrol iceren yem ve deiyonize su)

Grup II- (Misir Yagt grubu) (1 ml)

Grup 1- (Sodyum Arsenit + Igme Suyu 100 mg/L)

Grup IV- (Sodyum Arsenit 100 mg/L+ Karvakrol gastrik 12,5 mg/kg grubu- Sodyum
Arsenit 1 ml musir yaginda ¢ozdiriilerek Karvakrol gastrik ise 1 ml suda

¢Ozdiirtlerek)

Grup V- (Sodyum Arsenit 100 mg/L+ Karvakrol gastrik 25 mg/kg grubu- Sodyum
Arsenit 1 ml misir yaginda c¢ozdirilerek Karvakrol gastrik ise 1 ml suda

¢Ozdiirtlerek)

Grup VI- (Sodyum Arsenit 100 mg/L+ Karvakrol gastrik 50 mg/kg grubu- Sodyum

Arsenit 1 ml musir yaginda ¢ozdiriilerek Karvakrol gastrik ise 1 ml suda
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¢Ozdiirtlerek)

2.3.DENEYSEL ASAMA

2.3.1. Anestezi Uygulamasi ve sakrifikasyon

Deney asamasinda ratlara 28 giin siirenin tamamlanmasi ardindan sakrifiye
edilmeden 6nce 13 mg/kg i.m. Ksilazin uygulamasiyla preanesteziye alinacak ve

sonra 87 mg/kg miktarinda i.m Ketamin verilerek tam aneztazi uygulandi.

Anestezi sonrasinda gogiis kafesi agilacak ve EDTA enjektort ile intrakardiyal ol
arak 3-5 cc kan alindi. Bunun hemen sonrasinda servikal dislokasyon yapilarak sakrif

ikasyon gerceklestirildi.

Kan 6rneklerinin plazmalar1 3000 de 10 dakika santrifiij edilerek ayrilacak, plazm

alar 1.5’lik ependorf tiiplere alinarak analizleri yapilincaya kadar -80 °C de saklandi.

Ratlar sakrifiye edildikten sonra, daha dnce agilmig gogiis kafesinin yani sira batin
bolgesinden de cerrahi yontemlerle karacigerleri alindi. Her dokunun birer kismi1 biy
okimyasal ve molekiiler incelemeler i¢in -80 °C'de saklanirken, diger kisimlar histop

atolojik olarak takip edildi.

2.3.2.Histoplojik Degerlendirme

Karaciger, beyin, testis, akciger, bobrek ve kalp dokularindan histopatolojik inceleme
icin alinan doku o6rnekleri % 10’luk tamponlu formalin soliisyon kullanildi. Formalinle
sabitlenmis numuneler 2-3 mm kalinliga indirildi ve uygun boyuta getirildi ve doku
takip kasetlerine yerlestirildi. Gece boyunca ¢esme suyunda yikandiktan sonra, 50, 70,
80, 96 ve mutlak etanol, ksilen, ksilenli parafin ve 56-58 °C'de parafin iginde 2 saat
eritin, ardindan parafinde bloke edin. Her parafin blogundan (Leica, RM 2245) 5
mikron kalinliginda numuneleri kesmek i¢in bir mikrotom kullanin ve bir su
banyosundan (Leica, HI 1210) gegirin. On dakika (Thermo, Heraterm) etiivde
kurutularak histopatolojik incelemeye hazir hale getirildi. Tiim kesitler susuz, 96, 80, 70
ve 50 alkol serileri ve ksilen serilerinden gegirilerek yonteme gore hematoksilen-e0zin

(HE) ile boyand1 (Luna, 1968). Lekeli preparasyonlar binokiiler 151k mikroskobu altinda
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incelendi. Gerekli goriilen preparatlardan mikroskobik resimler ¢ekildi. (Nikon DS Fi3,
microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan).

3.3. Lipid peroksidasyon ve antioksiadan parametreler;

Doku ve kan orneklerinden; katalaz (CAT) glutatyon (GSH), malondialdehid
(M DA) ve stiperoksid dismutaz (SOD).

3.3.1. Doku Homojenizasyonu

Eritrositlerin hazirlanmasi i¢in Winterbourn ve ark. (1975) 6rnek alind1.
Oncelikle eritrositler, kan numuneleri (3500 rpm, 15 dakika, 4 °C) santrifiij edildi.
Ardindan 3 kez izotonik tuzlu su tampon ¢o6zeltisi (pH 7.4) ile yikandi. Daha sonra
eritrositler esit hacimde izotonik salin tampon soliisyonu ile Eppendorf tiiplerine
aliarak, -20 °C'de flakonlarda saklandi. Analizden Once, eritrosit siispansiyonunun
yok edilmesine soguk deiyonize su kullanilmistir. Ol¢iim 3 giin siirede gergeklesmis ve

bu siire boyunca 4 °C'de saklandi.

Doku 6rneklerinin hazirlanmasi Ince ve arkadaslarina (2014a) gore yapild.
Ratlar kurban edilmis ve bobrekleri, karaciger, kalp, beyin, akciger ve testis dokulari,
buz gibi soguk bir izotonik tuzlu su tamponu kullanilarak dogrudan yikandi. Doku
ornekleri yabanci dokudan temizlendi ve sogutulmus Tris-HCI tamponu (0.15 M, pH
7.4) iginde duruland: ve sonra kuru lekelendi. Orneklerin homojenatlart (%10, w/v) bir
Tris-HCI tamponu kullanilarak hazirlandi. Daha sonra homojenize edilen dokular 4
°C'de 10 dakika 3500 rpm'de santrifiij edildi ve 6l¢iime kadar -20 °C'de saklandi.
MDA, GSH, SOD ve CAT dahil olmak iizere lipid peroksidasyon parametrelerinin

Olclimii icin eritrositler ve doku homojenatlar1 kullanild.

3.3.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Hidrojen peroksit 151k spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla
artan bir absorbsiyon goriildii. Uygun bir tampon i¢inde bulunan H202nin 6rnekte
bulunan CAT etkisi ile yikimlanmasi sonucu bu maddenin 240 nm de neden oldugu
absorb ansta diisiis meydana geldi. Absorbansta meydana gelen diisiis hizi CAT
aktivitesi ileorantilidir (Luck, 1955; Aebi 1974).
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3.3.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Akivitesi Tayini

SOD ve CAT, hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasinda rol oynar (Guerin
vd., 2001). Doku homojenat1 ve eritrosit lizatindaki SOD aktivitesi, Sun ve ark., (1988)
metoduna gore belirlendi. Bu yontemin prensibi, bir siiperoksit akisi olusturan ve
sliperoksitin bir gdstergesi olarak nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi formazon'a
indirgeyen ksantin oksidaz ve ksantin arasindaki reaksiyona dayanmaktadir.
Spektrofotometrik olarak 560 nm'de 6l¢iildii ve SOD aktivitesi, eritrositte U/mgHb ve
dokuda protein i¢in U/ug ifade edildi.

3.3.4. Malondialdehit (MDA) Aktivitesi Tayini

MDA (Malondialdehit) seviyesi, lipit peroksidasyonunun (LPO) son {iriinii
olarak kullanildi. Draper ve Hardley (1990) ve Ohkawa ve ark.(1979) 'nun kan
ornekleri ve doku homojenatlart sirasiyla MDA metoduna gore belirlendi. Bu tayin
tiyobarbitiirik asit ve MDA reaksiyonunun elde edilen rengini spektrofotometrik olarak
olgildi. MDA konsantrasyonu, tiyobarbitiirik asit-MDA kompleksinin (kanda
nmol/ml ve 1slak dokuda nmol/g) absorbans katsayist olarak ifade edildi. Bu rengin
absorbansi spektrofotometre (Shimadzu, 1601, Tokyo, Japonya) kullanilarak 532

nm'de ol¢ildii.

3.3.5. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

GSH, reaktif oksijen tiirlerine kars1 enzimatik olmayan bir savunma sisteminin ana
bilesenidir. Tiiketimi oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir (Guerin vd, 2001). Kan ve
doku orneklerindeki GSH konsantrasyonu, Beutler ve arkadaslari, (1993) metoduna gore

belirlendi.

Numune (0,2 ml) ve damitilmis su (1,8 mi) birlikte karigtirilir, ardindan numuneye 3
ml ¢okeltme soliisyonu (1,67 g HPO3, 30 g NaCl, 0,2 g EDTA, 100 ml distile suda)
eklenir. Bu soliisyon, yaklasik 5 dakika bekletildikten sonra filtre edildi (Whatman No.
42). Daha sonra siiziintii (2 ml) baska bir tiipte 0.3 M Na2HP04 (8 ml) ve 5,5'-Dithiobis
(2-nitrobenzoik asit) (1 ml) ile karistirildi. Optik yogunlugun spektrofotometrik olarak
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belirlenmesi 412 nm'de (Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometre, Tokyo, Japonya)

gerceklestirilmistir. Sonuglar nmol/ml kan ve nmol/g olarak ifade edildi.

4, Molekiiler analizler

Alinan bobrek ve karaciger 6rneklerinde doku hasari ile iliskili olan yangisal

genlerin(TNF-a ve NFkB) ekspresyon diizeylerinin degerlendirmesi gergeklestirildi.

RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Kontrolii, DNaz Uygulamas: ve cDNA Eldesi

Uygulamanin sonrasinda ratlardan alinan doku 6rneklerinde karaciger RNAlater
Solusyonuna (Thermo Fisher Scientific, USA) alindi, daha sonra -80°C’de

uygulama yapilana dek saklanmistir.

RNA izolasyonundaki asamada -80°C’den ¢ikartilan dokular kullanildi.
GenelJet RNA Purifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilip RNA
izolasyonu yapildi. Ratlarin bobrek ve karaciger dokular izole edilen RNA’larin
miktar1 ve Kkalitesi MultiskanTM FC Mikroplate Fotometre (Thermo Fisher
Scientific, USA) cihazinda A260/A280 UV dalga boylarinda olgiiltip, dokulara ve
gruplara gore izole edilmis RNA miktarlart cDNA eldesinde toplam 1pg RNA olacak

diizende hesaplanip kullanildi.

Elde edilen RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla 1 pg kalip RNA, 1
ul 10X Reaksiyon Soliisyonu, 1 pl RNaz icermemis DNaz | (Thermo Fisher
Scientific, USA) eklenerek, DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacimin 10 ul’ye
tamamlay1p 30 dk 37°C ve 10 dk 65°C’de inkiibasyonda birakildi. DNaz I uygulanan
RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) yardimiyla cDNA elde edilmistir.

Primer Tasarim

Deneyde kullanilmak igin tasarladigimiz primerler NCBI web sitesinden Rattus

norvegius’a 6zgli B-aktin, NFkB, TNF-a, ve IFN- y genlerine ait mRNA dizileri
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kullanarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) bilgisayar paket programindan
yararlanilmig, kontrol edilmistir. Gen bankasi ve Primer dizileri numaralari Tablo

1’de verilmistir.

Real-time PCR

Deney gruplar1 arasindaki gen ekspresyon seviyelerinde olusan farkliliklari
belirlemek icin gene o&zgii ve real- time PCR primerlerden yararlanilmistir.
Sectigimiz genlerin ve housekeeping gen (B-Aktin) ekspresyonu, ratlarin karaciger
dokularindan alinan 6rnekler Bio RAD real-time PCR cihazin lizerinde incelenmistir.
Sonra Real-time PCR sonuglar1 analizinde Bio RAD CFX Manager 3.1 yazilimi
kullanilip gerceklestirildi.

PCR karisimi, 1 pl revers primer (10 pmol), 1ul forward primer (10 pmol), 10 pl
SybrGreen karisimi (Maxima SYBR Green gPCR Master Karisimi ve ROX
Soliisyonu, (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 ul cDNA ve 7 ul su eklenerek,
toplam hacim 20 ul’ye olacak sekilde ayarlandi.

Denatiirasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma olmak {izere li¢ basamaktan
olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait
dongli esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinin nisbi degisimleri 2" metodu ile hesaplandi (Pfaffl, 2001). Bu

hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formiilii yararlanildi. Hesaplanan deger her bir gen i¢in 2*“" formiiliinde yerine konularak
mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi. Endojen
kontrol olarak B-aktin geni kullanild1 ve her bir drnege ait f-aktin gen diizeyine gore diger

genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi.
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5. Istatistiksel Analiz

Calismada, gruplar arasindaki farklilik ve ortalamalar tek yonlii varyans analizi (One-Way

ANOVA) ve Duncan testi ile SPSS 15.0 for Windows paket programi kullanilarak yapildi.

Cizelge 6. 1. Calismada kullanilan primer dizileri.

Gen Oligonukleotit Dizisi Gen Bankasi No

B-Aktin F| GAGGGAAATCGTGCGTGACAT NC_005111.4
R ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

NFxB NM_199267.2
F| TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC

TNE-a R GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC NM_012675.3

IFN- y F| CGAGTGACAAGCCCGTAGCC NM_138880.3
K TTCACCTCGAACTTGGCGA
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3. BULGULAR
3.1.Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. CAT Aktivite Diizeyleri

Arsenik uygulamasi ile bobrek, kalp, karaciger ve beyin dokularindaki CAT
enzim aktivitelerinde belirgin diisiise neden olup karvakrol eklenmesiyle enzim
aktivitesinde olumlu yonde artis gostermekte, kontrol grubundaki degerlere

yaklastig1 tespit edilmistir.

3.1.2. SOD Aktivite Diizeyleri

Arsenik uygulamasi ile dokularinda bobrek, kalp, karaciger ve beyin SOD enzim
aktivitelerinde kontrol gruplai ve karvakrole gore anlamli azalmaya goriliirken,

karvakrol eklemesinden sonra SOD aktivitelerinde anlamli artig tespit edilmistir.

3.1.3.GSH Diizeyleri

Dokulardan testisler bobrek, kalp, karaciger ve beyinde karvakrol grubu GSH
degerleri kontrol grubunun degerlerine gore olumlu derecelerde yiikseldigini
gozlerken, arsenik grubunda GSH seviyeleri kontrol ve karvakrol grubuna kiyasla
anlamli derecede diistiigli gozlemlenmistir. Arsenik ve karvakrol gruplart arsenik
grubuyla karsilagtirdigimiz da diisiis seviye gosteren GSH diizeylerinde olumlu artis

oldugu ve hatta karvakrol grubu degerlerine yakinlastig1 belirlenmistir.

3.1.4. MDA Diizeyleri

Arsenik verilerek doku ve kanda MDA diizeylerinde yiikselme, karvakrol
gruplarina gére anlamli derecede artisa sebep oldugu goézlendi. Karvakrol ile farkli
oranlarda tedavi edildiginde ise MDA seviyelerinin arsenik grubuna nazaran anlaml

derecede kontrole yaklastirildig: belirlenmistir.
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3.1.5. Plazmada Karaciger Enzim Diizeyleri

Arsenik verildikten sonra plazmadaki ALT enzim degerlerinde ve dokularda
hasara bagli olarak kontrol ve karvakrol gruplarina nazaran ciddi artiglara sebep
olurken, karvakrol uygulamasindan sonra ALT seviyelerinde anlamli azalmalar
gozlenmistir. Plazmada AST enzim degerleri arsenik uygulamasi ile kontrol ve
karvakrol gruplarinda anlamli yiikselmeler goriiliirken, karvakrol eklemesinden sonra
plazma AST degerleri istatistiksel anlamda anlamli 6lgiide azaldigi ve karvakrol
grubu degerlerine yaklastigi tespit edilmistir. Son asamada plazma ALP enzim
degerlerine gozlendiginde arsenik uygulamasi ile kontrol ve karvakrol gruplarina
gore anlaml artiglara sebep olurken, karvakrol tedavisinde istatistiksel olarak plazma

ALP degerleri azaltarak kontrol grubundaki degerlerine yaklagtirmistir.
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Cizelge 6.2. Gruplara ve dokulara gore MDA diizeyleri

MDA Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (hmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku)
Kontrol 8,38+1,96° 5,34+0,59° 2,47£0,96° 2,24+0,9° 1,8+0,73° 1,440,56° 0,94-0,3°
Yag 8,65+1,73° 5,88+1,98° 2,58+0,93° 2,27+0,65° 1,89+0,66° 1,48+0,62° 1,03+0,32°
Arsenik 20,46+6,41* | 10,2+1,76° 7,99+1,83 5,82+2,1° 5,04+0,76% 3,9+1,66° 2,32+0,82°
Arsenik + Karvakrol 12,5 mg/kg | 18,84+6,35® |  9,39+3,68% 7,43+2,49° 4,84+1,04™ 3,78+1,23° 3,26+1,32% 1,85+0,75%
Arsenik+ Karvakrol 25 mg/kg | 16,09+6,91% |  8,71+1,83% 6,86+2,71% 3,74+1,08% 2,89+1,23" 2,79+0,95% 1,73£0,51%
Arsenik+ Karvakrol 50 mg/kg | 13,25+4,08™ | 7,63+1,99™ 4,83+1,96 2,92+1,23% 2,73+0,98" 2,13+0,86™ 1,43+0,49"
Cizelge 6.3. Gruplara ve dokulara gore GSH diizeyleri
GSH Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKkciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g doku)
doku) doku) doku) doku) doku)
Kontrol 64,01+4,02° 44,04+13,14* | 35,96+£10,32* | 34,83+10,66° | 28,37+6,72* | 38,71+12,78* | 33,13+10,19°
Yag 63,98+7,57° 40,15+16,78° | 35,774#12,78° | 34,15+4,55° | 27,62+6,68° @ 38,2+7,75° 32,67+6,82°
Arsenik 49,93+4,96° 17,4543,27° 20,31%8,5° 15,71+4,16° | 15,75+3,82° | 23,54+7,68° | 18,34+3,51°
Arsenik + Karvakrol 12,5 mg/kg 53,88+3™ 19,75+5,19°° | 21,69+8,76" 19,66+4,9° | 16,15+3,95° | 24,55+7,03° | 22,75+3,97™
Arsenik+ Karvakrol 25 mg/kg 55,81+7,79" 32,48+13,62% | 26,62+10,45°° | 21,96+8,21° | 19,42+4,81° | 34,04+12,25% | 26,22+7,47%°
Arsenik+ Karvakrol 50 mg/kg 59,42+5,78%° 36,83+14,09° | 33,25+7,91° | 30,42+12,17%° | 23,68+8,96% | 36,59+11,59° @ 28,08+4,76%°
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Cizelge 6.4. Gruplara ve dokulara gore SOD diizeyleri

SOD Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKkciger Testis
(U/gHb) (Ulng (U/ug protein) | (U/ng (U/ng (U/ng (U/ng
protein) protein) protein) protein) protein)
Kontrol 118,58+25,55° | 21,35+4,02° 17,55+5,91° 17,82+6,5° | 12,71#4,62° | 26,7+7,67° 6,77+1,79°
Yag 115,68+37,47° | 20,66%5,51° 17,37+4,34* | 17,274591° | 12,0943,4° | 25,94+6,73° 6,4+2,17°
Arsenik 52,93+7,63° 7,81+2,6° 6,23+2,06° 6,8442,46° 4,67+2° 10,68+3,06° | 1,53+0,52°
Arsenik + Karvakrol 12,5 mg/kg 62,77+21,38° | 8,48+3,08° 8,87+2,58% 9,8243,74™ | 6,54+2,8™ | 13,67+3,84“ | 2,84+1,14"
Arsenik+ Karvakrol 25 mg/kg 79,95+38,88" | 11,49+4,51" 11,3643,9° | 10,7743,72° | 7,66+2,36™ | 17,81+6,28™ | 3,8+1,61°
Arsenik+ Karvakrol 50 mg/kg 95,89+26,05°° | 16,12+6,63% 14,57+4,8%° | 13,5645,59°° | 9,22+2,81% | 21,02+4,62%° | 4,47+1,46°
Cizelge 6.5. Gruplara ve dokulara gore CAT diizeyleri
Katalaz Eritrosit( Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
k/igHDb) (k/ng (K/ng (K/ng (K/ng (k/ng (K/ng
protein) protein) protein) protein) protein) protein)
Yag 31,34+11,75° | 17,44+5,17° | 12,61+4,67° | 13,0745,18° | 15,82+4,69° | 13,29+3,78° | 9,4+3,47°
Arsenik 30,17+6,7° 17,11+6,38% | 12,34+3,38° | 12,38+4,87° | 15,18+3,86° | 13,19+547° | 9,15+3,56°
Arsenik + Karvakrol 12,5 mg/kg 15,4145,2° 7,61+2,95°¢ 4,38+1,53° 3,48+1,45°¢ 5,62+2,4° 4,74+1,6° 2,89+0,93°¢
Arsenik+ Karvakrol 25 mg/kg 17,89+7,57°° | 8,93+3,07" 5,25+2,16° 5,72+2,38°¢ 8,04+2,28"™ 6,06+1,78° 4,18+1,65°¢
Arsenik+ Karvakrol 50 mg/kg 20,3448,26° | 11,53+2,72° | 7,22+2,41™ | 7,15+2,06™ 10,1+3,89b 8,89+3,71™ | 5,65+1,8"™
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Cizelge 6.6. Plazma AST, ALP ve ALT enzim aktivite diizeyleri (1U/L)

AST (1U/L) ALP (1U/L) ALT (1U/L)
Kontrol 90,56+24,16° 82,11422,45" 32,446,88°¢
Yag 91,19+19,09° 84,86+31,64° 33,36+11,53°¢
Arsenik 134,53+27,92° 127,3+31,16° 56,73+19,83°
Arsenik + Karvakrol 124,54+22,18% 120,05+29,63° 51,63+17,45 %
12,5 mg/kg
Arsenik+ Karvakrol 25 118,19+21,6°° 106,6136,35 *° 40,1+14,18"
mg/kg
Arsenik+ Karvakrol 50 98,65+21,76 ™ 95,65+21,76 *° 36,91+13,19 "
mg/kg

3.2. Histopolojik Bulgular

Karvakrol ve kontrol gruplarina ait hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerdeki
beyin parankiminde damarlarda hiperemi, fokal glia hiicre infiltrasyonu ve
noronlarda vakuolizasyon alanlari izlendi. Intersitisyel alanda kalinlasma, damarlarda
hiperemi akciger lobiillerinde, alveollerde ve 6dem birikimi izlendi. Kalp dokusunda
myokard hiicrelerinde nekroz alanlart ve hyalin dejenerasyonu ¢oklu yapida
degerlendirildi. Karaciger hepatositlerinde vena sentralislerde hiperemi, vakuoler
dejenerasyon alanlar1 ve ¢ift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari izlenildi. Damarlarda
hiperemi, intersitisyel bolgede hemoraji alan1 bowman boslugunda genislemeler ve
bobrek glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon degerlendirildi. Testis
hiicreleri TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, diizensiz bazal
membrana sahip TSK lumeninde ve TSK olusumlar1 vakuolizasyon olusumlari

gozlendikce yogun diizeyde belirlendi.
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Resim 1. Beyin dokusu histopatolojik incelemesi-a A3 (Beyin, Arsenik grubu);
(Kalm ok) Néronlarda vakuolizasyon, (Ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1) Fokal glia

hiicre infiltrasyonu alanlari

Resim 2. Beyin dokusu histopatolojik incelemesi-b A4 (Beyin, Arsenik +C25
grubu); (Kalin ok) Néronlarda vakuolizasyon, (Ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1)
Fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 kler. A5 (Beyin, Arsenik +C50 grubu); (ince ok)
Damarlarda hiperemi. A6 (Beyin, Arsenik +C100 grubu); (Kalin ok) Noronlarda
vakuolizasyon

Resim 3. Akciger dokusu histopatolojik incelemesi-a B3 (Akciger, Arsenik

grubu); (Kalin ok) Intersitisyel alanda kalinlasma, (ince ok) Damarlarda hiperemi,
(Okbas1) Alveollerde 6dem birikimi
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Resim 4. Akciger Dokusu histopatolojik incelemesi-b B4 (Akciger, Arsenik +C25
grubu); (Kalin ok) Intersitisyel alanda kalinlasma, (Ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1)
Alveollerde 6dem birikimi. B5 (Akciger, Arsenik

+C50 grubu); (Kalin ok) intersitisyel alanda kalinlasma. B6 (Akciger, Arsenik +C100

grubu); (Kalin ok) Intersitisyel alanda kallasma

Resim 5. Kalp Dokusu Histopatolojik incelemesi-a C3 (Kalp, Arsenik grubu);
(Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalindejenerasyonu ve nekroz alanlari

Resim 6. Kalp Dokusu Histopatolojik incelemesi-b C4 (Kalp, Arsenik +C25 grubu);
(Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz alanlari. C5 (Kalp,
Arsenik+C50 grubu); (Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz

alanlari.
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Resim 7. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-a D3 (Karaciger, Arsenik
grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari, (Ince ok) Vena
sentralislerde hiperemi, (Okbas1) Cift ¢cekirdekli hepatosit olusumlari

Resim 8. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-b D4 (Karaciger, Arsenik
+C25 grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari, (Okbasi) Cift
cekirdekli hepatosit olusumlari. D5 (Karaciger, Arsenik

+C50 grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari, (Okbagst) Cift

¢ekirdekli hepatosit olusumlari. D6 (Karaciger, Arsenik +C100 grubu); (Okbasi) Cift

¢ekirdekli hepatosit olusumlari

Resim 9. Bobrek Dokusu Histopatolojik incelemesi-a E3 (Bobrek, Arsenik grubu);
(Kalin ok) Damarlarda hiperemi, (ince ok) Glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon,
(Kivrimli  ok) Intersitisyel bolgede hemoraji alani, (Okbasi) Bowman boslugunda

geniglemeler.
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Resim 10. Bobrek Dokusu Histopatolojik incelemesi-b E4 (Bobrek, Arsenik +C25
grubu); (Ince ok) Glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon, (Kivrimli ok) Intersitisyel
bolgede hemoraji alani, (Okbasi) Bowman boslugunda genislemeler. E5 (Bobrek, Arsenik
+C50 grubu); (Kivrimli ok) Intersitisyel bolgede hemoraji alani, (Okbasi)) Bowman

boslugunda genislemeler.

Resim 11. Testis Dokusu Histopatolojik incelemesi-a F3 (Testis, Arsenik grubu);
(Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, (Ince ok) Diizensiz bazal

membrana sahip TSK olusumlari, (Okbas1) TSK lumeninde vakuolizasyon olusumlari.

Resim 12. Testis Dokusu Histopatolojik incelemesi-b F4 (Testis, Arsenik+C25
grubu); (Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, (ince ok) Diizensiz
bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbasi) TSK lumeninde vakuolizasyon olugsumlari.
F5 (Testis, Arsenik +C50 grubu); (Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda
azalma, (Ince ok) Diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbas1) TSK lumeninde
vakuolizasyon olusumlari. F6 (Testis, Arsenik+C100 grubu); (Okbasi) TSK Ilumeninde

vakuolizasyon olusumlari
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Resim 13. Karaciger dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki
kat degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayni siitunda istatistiksel bazda
onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).

NF-kB E3 Yag
8 a E3 Arsenik
a I Arsenik+
T b Karvakrol 25 mg/kg

Arsenik +
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Arsenik +
Karvakrol 100 mg/kg
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H
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Resim 14. Karaciger dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a, b, c, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayni siitunda istatistiksel bazda

onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).
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Resim 15. Karaciger dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayn1 siitunda istatistiksel bazda

onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).
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Resim 16. Bobrek dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayn1 siitunda istatistiksel bazda

onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).
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Resim 17. Bobrek dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayn1 siitunda istatistiksel bazda

onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).
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Resim 18. Bobrek dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, c, d, e, f) Farkli harflere sahip degerlerin, ayni siitunda istatistiksel bazda

onemli farkliliklar gosterir. (p<0.05).
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4. TARTISMA

Karvakroliin  antioksidan etkisi son zamanlarda yayinlanmis c¢alismalarda
degerlendirilebilcegi yer almaktadir (Kulisic vd., 2004; Sékmen vd., 2004). Bu
caligmada endiistriyel atiklar ve yiizey sulari ile kalp, bobrek, karaciger, akciger, kan,
beyinde arsenik ile indiiklenen ratlarda organ toksiditesi iyi bilinen ve anti bakteriyel,
antiparazitik, antitoksin, antimikrobiyal olan karvakroliin antioksidan o&zellikleri

incelendi.

Nandi ve ark’nin ratlarda gergeklestirdikleri ve 10 ppm dozunda 12 hafta siireyle
arsenik verdikleri calismalarinda donemle iligkili olarak, MDA diizeyinde eritrosit ve
dokularda kontrol grubuna goére anlamli bir artig; SOD ve CAT aktivitelerinde ise
azalma gozlemislerdir (Nandi vd., 2006). Rios ve ark (2009) tarafinda, 3 ppm
dozunda dort hafta boyunca igme suyu ile verilen arsenikten NO ve lipid peroksit
diizeyinde 6nemli oranda degisimler tespit etmislerdir. Bashir ve ark’nin ratlara 60
giin boyunca 0,5 ppm, 2,5 ppm ve 5 ppm dozunda verdikleri arsenik doz ile iliskili
olarak karaciger MDA diizeyinde artisa; SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde
goreceli bir diisiise sebep olmustur (Bashir vd., 2006). Allen ve Rana, 4 mg/100 g
dozunda arsenik trioksiti 30 giin boyunca hayvanlara tuzlu su i¢inde agizdan
uygulamis ve karaciger ile bobrek dokusu MDA diizeyinde 6nemli oranda bir artig
tespit etmistir (Allen ve Rana, 2003). Mishra ve Flora ratlara 50 ppm dozunda 10 ay
boyunca verdikleri arsenigin beyin ve kanda lipid peroksit diizeyini 6nemli oranda
arttirdigt kanisina varmuglardir (Mishra ve Flora, 2008). Zarazu'a ve ark, 3-4
mg/kg/giin dozunda ratlara 10 giin siireyle verdikleri arsenigin beyinde NO ve lipid
peroksit diizeyini Onemli oranda artirdigint vurgulamiglardir. Elde edilen
sonuglardan, farkli dozlarda ve farkli donemlerde uygulanan arsenigin ratlarda
oksidatif stres belirteglerinde olumsuz etkilere sebep oldugu anlagilmistir (Zarazu
vd., 2006).

Rana ve ark ratlara 20 ppm 12 hafta siireyle uyguladiklari arsenigin eritrosit NO ve

MDA diizeyinde artisa, SOD ve GSH-Px aktivitesinde ise diisiise sebep oldugunu;

koruyucu olarak verilen askorbik asitin ise analizleri gergeklestirilen parametreleri

kontrol degerlerine yaklastirdigini ortaya koymuslardir. Benzer bir baska ¢aligmada,

100 ppm dozunda 2 ay boyunca verilen sodyum arsenitin beyinin ¢esitli

boliimlerindeki MDA diizeyini artirirken es zamanli olarak SOD, CAT ve GSH-PX
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aktivitesini diistirmiistiir. Diger taraftan ayni calismada uygulanan 70 mg/kg dozunda
alfa-lipoik asit degerleri kontrol grubu degerlerine dogru yaklasmistir (Shila vd.,
2005).

Kaya’nin yaptig1 arastirmada, ratlara 30 giin siireyle 100ppm dozunda Na-arsenit
vererek oksidatif stres olusturmuslardir. Cuha g¢icegi yagi ile arsenigin birlikte
verildigi grupta, yalnizca arsenik verilen gruba gore, MDA diizeyinde karaciger,
akciger, bobrek, dalak, testis, beyin ve kalp dokusunda énemli bir diisiis bulundugu,
SOD aktivitesinde karaciger, bobrek, testis ve kalp dokusu ile eritrositte dnemli bir
diisiis oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda CAT aktivitesinde karaciger, akciger ve
testis dokusunda 6nemli bir artis; bobrek, beyin, kalp ve dalak dokusu ile eritrositte
onemli bir diisiis; GSH-Px aktivitesinde karaciger, akciger, bobrek, dalak ve kalp
dokusu ile eritrositte dnemli bir diisiis; NO diizeyinde karaciger, bobrek, dalak, beyin
ve kalp dokusunda 6nemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir. Bu galismalarin
genelinde, antioksidant o6zelligi incelenen bilesiklerde degerlerin kontrol grubu
degerlerine dogru yaklastigi tespit edilmistir. Mevcut ¢alismada da bu yoniiyle
belirtilen doz ve siirede incelenen materyallerdeki oksidatif stres parametreleri ile
daha once yapilan caligmalardan elde edilen sonuglar arasinda benzerlik oldugu

anlasilmistir (Kaya, 2010).

Antioksidan enzim dengesinin bozulmasi, antioksidan enzim aktivitelerinde
deplesyon goriilmektedir. radikal siipiiriicti etkisiyle GSH ve ROS, kendini okside
formu olan glutatyon disiilfite (GSSG) doniistiriir. Boylelikle dokuda GSH
seviyelerinde azalmasi, lipid peroksidasyonunu ve doku hasarini gosteren 6nemli bir
faktor olmaktadir (Langcake ve Pryce, 1976). 2006 yilinda yapilmis baska ¢aligmada,
sicanlarda yaptiklart bir caligmada, arsenik toksisitesinin testis dokusu GSH
seviyelerini diistirdiigii bildirilmistir (Pal ve Chattjee, 2006). Chang ve ark. (2007)
farelerde yaptiklart bir c¢alismada arsenigin GSH seviyelerini distirdigiini
gostermistir.  Caligmamizin  bulgular1  diger c¢aligmalar1  desteklemektedir.
Calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda arsenik grubu GSH degerleri

anlaml 6l¢iide diisiis gozlendi.

Ozgiiner ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, arsenige maruz kalan gruplarin
MDA diizeyinin %82 arttig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma gostermistir ki, oral olarak

belirli dozlarda alinan arsenik hayvansal hiicrelerde oksidatif hasari arttirict etkiye
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sahiptir. Arsenige maruz birakilan hayvanlarda, SOD aktivitesinin %55, CAT
aktivitesinin de %53 azaldigi gozlendigini bildirmistir. Modi ve ark. arsenik ile
oksidatif stres olusturan ratlarda 2 mg/kg oral yolla 21 giin siireyle verilerek
karacigerde ki hasar1 tespit etmislerdir. GSH seviyesinde diisiis Lipid peroksidaz
(LPO) seviyesinde artis gozlenmistir (Modi vd., 2006).

Calismamizin sonuglarma baktigimizda ALT, AST serum seviyeleri noktasinda
benzerlikler gorilmiistir. 2009 yilinda yapilan bir c¢alismada Srivastava ve
arkadaglarinin erkek ratlarda tek basina arsenige maruz kalma, serum AST ve ALT'yi
onemli 6l¢iide artirirken, selenyum, kalsiyum veya magnezyum ile birlikte uygulama

bu artig1 engelledigi gosterilmistir.

Mershiba ve ark.'min 2013 yilinda yaptigi mevcut arastirma sonuglari arsenik ile
ratlarda karaciger toksisitesinde ALT, ALP gibi karaciger enzimlerinin seviyelerini
yiikselttigini gostermis, AST ve karaciger fonksiyonlarini diizenlestirmis. Bununla
birlikte, karaciger hasarinin siddeti ve hepatik toksisite Cur ile uygulama ve tedavi ile
rahatladigi aym1 zamanda, bu Cur uygulamasi, seviyelerinde onemli bir disiis
gosterdigi bildirilmistir (Mershiba vd., 2013) Nitekim, bir ¢alismada da sodyum
arsenit verilmeden Once kuarsetin uygulamasinin arsenigin yol agti1 oksidatif stresi
ve kalp kasinda meydana gelen patolojik degisiklikleri onleyici etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Das vd., 2010; Demirel, 2012).

Bazi arastirmalar da Liu ve arkadaslari (2000) arsenik maruziyetinde, yangisal
hiicrelerin varligini yangisal inflamatdr sitokinlerin (interldykin-1 B, interldykin 6,
TNF-a) artmis diizeyleri ile iliskili olabilecegini ifade etmisler, ayn1 zamanda bu
sitokinlerin karacigerdeki yangisal hiicreler tarafindan uzaklastirildigini ve arsenigin
yol actigi hepatotoksisitede bu sitokinlerin &nemli bir rol oynayabilecegini

bildirmislerdir.

Karvakroliin bazi mikroorganizmalar iizerine antibiyotik etkisi oldugu bildirilmistir
(Svoboda and Hampson, 1999; Bagamboula, et al., 2004; Lanciotti, et al., 2004).

Karvakroliin karaciger cerrahisinde kullanilabilirligi acisindan bu 6zellik 6nemli 60
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olabilir. Ciinkii, cerrahi operasyonlar sirasinda ve sonrasinda yara bolgesinin
enfeksiyonlara karst korunmasi énemlidir. Karaciger cerrahisinden sonra iyilesmeyi

saglayici ilaglar yaninda antibiyotiklerin de uygulanmasi yerine sadece karvakrol

kullanimi, bundan sonra yapilacak daha kapsamli ¢alismalarin sonuglarina gore
olasilik tagimaktadir. Uyanoglu’nun 72 saatlik periyot ile karvakrol ve silymarin
enjeksiyon uyguladigi ratlarda %68 parsiyal hepatektomiden sonraki 72. Saat
sonunda TNF-a, AST ve ALT enzimleri ve IL-6 sitokinlerinin serum seviyelerinin
ortaya ¢ikarildig1 sonuca gore PCNA indeksi verilerinin birbirlerine paralel olmasi,
silymarin ve karvakroliin Kkaraciger rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri
konusundaki beklentilerimize cevap vermistir. Rejenerasyon oranlarinin hem mitotik
indeks hem de PCNA indeksi ile uyum gostermesi ise silymarin ve karvakroliin
karaciger rejenerasyonu {iizerine olumlu etkileri agisindan o6nemlidir. Karaciger
kesitlerinde yapilan histolojik degerlendirme sonuglarina gore herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmamasi, karvakroliin bundan sonraki in vivo calismalarda da
kullanilabilecegini, ayn1 zamanda karvakroliin karaciger histolojik yapisinda toksik

bir etki olusturmadigi bildirmistir.

Yapilan bagka bir c¢alismada, 100 mg/kg-1 miktarda verdikleri Cisplatin ile
olusturulan iireme sistemi tizerindeki hasar Car’in hasar1 diizelttigi ve ayn1 zamanda
Cisplatin verilen gruba goére denejenerasyon ve apoptoz miktarin1 da azalttigi

vurgulanmis, doku hasarin1 6nemli 6l¢iide tedavi edebilidigi gosterilmistir (Aksu vd.,

2016).

Sonug olarak, kronik olarak arsenige maruz kalma insanlar iizerinde olumsuz etkiler
birakmaktadir. Organizma tarafindan emilen inorganik arsenik, organik arsenige
dontistiiriiliir ve viicuttan atilmasi sirasinda oksidasyon basamaginda olusan serbest
radikaller, lipid peroksidasyon iiriini MDA'y1 arttirir ve siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitesini azaltir. Sizin igin iyi olacagini biliyorum. Antioksidan bir
enzimdir. Oksidatif stres, serbest radikallerin artmasi1 ve antioksidan sistemdeki

enzimlerin inhibisyonundan kaynaklanir. (Kuru,2007)
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda agir metal olan arsenik kalp, kan, beyin, testis karaciger, bobrek
ve akciger dokusu iizerinde olusturmus oksidatif stres kaynakli doku hasarini ayrica
karvakroliin koruyucu etkilerinin histolojik degisiklikler ve biyokimyasal testlerle

tespit edildi.

Calismamiz dogrultusunda, arsenik (100 mg/kg) ve karvakrol (12,5; 25; 50
mg/kg) miktarlarda 28 giin boyunca ratlara verilmis olup, antioksidan sistemi
baskilamigtir. Arsenik verilmesiyle SOD enzim aktivitesinde, azalma tespit edildi.
SOD enzim aktivitesinde bir azalmanin goriilmesi, asir1t ROS birikimi ile iliskili olup,
hiicre membranlarinin fonksiyonunun ve biitiinliigliniin bozulmasina neden olmustur.
Caligmamizda ratlara arsenik uygulanmasi CAT aktivitesinde de azalmalara neden
olmustur. Bu azalma nedeniyle artan H,O;’ler yeterince detoksifiye edilemediginden

tiim dokularda oksidatif strese neden olmustur.

Bu ¢alismada arsenik uygulamasi ratlarin tiim dokularinda ki MDA seviyelerinin
belirgin sekilde artmasina sebep olmustur. MDA seviyelerinde ki bu yiikselme ise
antioksidan savunmanin asirt olusan serbest radikalleri 6nleyememesine ve doku
hasaria neden olmaktadir. Calismamizda arsenik uygulamasi antioksidan savunma
mekanizmasindan SOD, GSH ve CAT aktivitesinde diisiise sebep olarak, lipit
peroksidasyonuna neden olan H,O;’nin yiikselmesiyle birlikte dokularda ki

antioksidan kapasitesini azaltmustir.

Arsenik ile Karvakrolii birlikte uygulandigimizda AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerinin karvakrol grubuyla karsilastirildiginda azaldigimi ayrica eklenen
karvakrol miktarinin artmasiyla birlikte bu degerlerin dikkat ¢ekici diizeyde diismeye
devam ettigini gozlemlendik. Biyokimyasal sonuglarimizla paralel olarak
histopatolojik ve genetik sonuglarimizda da arsenik verilen dokularda orta ve siddetli
derecede dejenerasyon, damarlarda hiperemi, intersitisyel alanda kalinlasma,
diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlar1 ve bowman boslugunda

genislemelere sebep oldugunu tespit ettik. Arsenik uygulamasiyla meydana gelen
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hasarin karvakrol ile tedavi edilmesiyle hasarin en aza indigi goriildii.

Sonug olarak deneysel verilerimiz dogrultusunda ratlara, arsenik indiiklemesiyle
dokularda ve genetiklerde olusan hasara oksidatif stresin neden oldugunu ve bu
hasarin karvakrol tarafindan azaltilabildigini histolojik ve biyokimyasal sonuglarimiz
15181nda ortaya koyduk. Bu yiizden, agir metallere karsi tiiketiciyi bilinglendirmek ve
bu antioksidanlarla bireysel tedaviden daha iyi koruyucu deger saglayabilir. Ayrica
bu driinlere karsin dogal bir antioksidan olan karvakroliin alimi arsenigin
olusturdugu zararh etkilere karsi anlamli derecede iyilestirme saglayacaktir. Sonug
olarak, arsenigin hasar etkisinin daha iyi anlagilmas1 ayn1 zamanda koruyucu ya da
destek tedavilerinin gelistirilmesi noktasinda c¢aligmalarin ilerletilmesi gerektiginde

hemfikiriz.
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