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Baicaleinin Formaldehitle Indiiklenen Akciger Hasarinda Oksidatif
Stres ve Apoptotik Siire¢ Uzerine Etkileri

Effects of Baicalein on Oxidative Stress and Apoptotic Process in Formaldehyde-Induced
Lung Damage
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0z
Amac: Bu calismada, baicaleinin (BAI) formaldehitin (FA) neden oldugu akciger hasari lizerindeki etkisinin immiinohistokimya ve gen ekspresyonu
teknikleri ile incelenmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada deney hayvanlari biriminden temin edilen 24 adet erkek Wistar-Albino sican kullanildi. Hayvanlar, basit randomizasyon
yontemi kullanilarak iki deney ve bir kontrol grubu olmak lzere li¢ gruba ayrildi. Kontrol grubuna 14 giin boyunca intraperitoneal yolla serum
fizyolojik, FA grubuna 14 giin boyunca intraperitoneal yolla 10 mg/kg dozda FA, FA+BAI grubuna intraperitoneal yolla 10 mg/kg dozda FA ve giinliik
200 mg/kg BAI verildi. Deney sonunda toplanan akciger doku 6rnekleri gen ekspresyonu ve immiinohistokimya icin analiz edildi.

Bulgular: FA grubunda yiiksek derecede histopatolojik akciger hasari, immiinokimyasal olarak diistik endotelyal nitrik oksit sentaz (NOS) ve yiiksek
indliklenebilir NOS ekspresyonu vardi. FA+BAI grubu FA grubu ile benzer bulgulara sahipti ve patolojik bulgularda anlamh iyilesme saglamadi
(p<0,05). Stiperoksit dismutaz ve katalaz ekspresyon diizeyleri FA+BAI grubunda FA grubuna kiyasla anlamli olarak artmisti (p<0,05). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, Sitokrom-c ekspresyonunun hem FA grubunda hem de FA+BAI grubunda arttigi tespit edildi (p<0,05).

Sonuc: Sonuc olarak, BAl tedavisinin FA kaynakli akciger dokusu hasari tizerinde olumlu etkileri yoktur. FA, sican akcigerlerinde intrinsik mitokondriyal
yol lzerinden apoptozu indiikler ve BAl'nin ekspresyon diizeyinde apoptoz lizerinde olumlu bir etkisi yoktur. Ancak, calismamiz BAlI'nin ifade
diizeyinde oksidatif stres parametreleri tizerinde iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, akciger hasari, baicalein, apoptosis, oksidatif stress

ABSTRACT

Aim: In this study, the effect of baicalein (BAI) on lung damage caused by formaldehyde (FA) is aimed to be examined via immunohistochemistry
and gene expression techniques.

Materials and Methods: Within the scope of the study, 24 male Wistar-Albino rats were provided from experimental animal unit. Animals
were divided into three groups as two experimental and a control group, using the simple randomization method. Control group received saline
intraperitoneally for 14 days, the FA group received 10 mg/kg dose of FA intraperitoneally for 14 days and the FA+BAI group received 10 mg/kg
dose of FA intraperitoneally and 200 mg/kg BAI daily for 14 days. At the end of the experimental process, lung tissue samples of rats were taken
and analyzed in terms of gene expression and immunohistochemistry.

Results: FA group had high degree of histopathologic lung damage, immunochemically low endothelial nitric oxide synthase (NOS) and high
inducible NOS expression. The FA+BAI group had similar findings with the FA group and did not display significant improvement on pathological
findings (p<0.05). Superoxide dismutase and catalase expression levels were significantly increased in the FA+BAI group compared to the FA group
(p<0.05). Compared with the control group, it was determined that Cytochrome-c expression increased in both FA group and FA+BAI group (p<0.05).
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Conclusion: As a result, BAl treatment has no positive effects on FA-induced lung tissue damage. FA induces apoptosis in rat lungs via the intrinsic
mitochondrial pathway and BAI has no positive effects on apoptosis at the expression level. However, our study reveals that BAl has an ameliorating

effect on oxidative stress parameters at the expression level.

Keywords: Formaldehyde, lung damage, baicalein, apoptosis, oxidative stress

GIRIS
Formaldehit (FA), suda iyi ¢oziinen, renksiz, saf haliyle tahris
edici ve keskin bir kokuya sahip bir aldehittir. FA, kadavralarin
fiksasyonu icin anatomi laboratuvarlari, dokularin fiksasyonu
icin histoloji ve patoloji laboratuvarlar, tip alanindaki
dezenfeksiyon siirecleri ve gida endiistrisinde koruyucu madde
(E240) olarak ve cok sayida ortamda yaygin olarak kullanilan
bir kimyasal maddedir. Ancak, dogal 6zellikleri nedeniyle FA,
tahris edici ve zehirli bir kimyasal olarak siniflandirilir. Herhangi
bir ortamda oda sicakliginda gaz halinde bulunabilir ve bu da
onemli bir saglik tehlikesi olusturur'.

FA'ya maruziyetten sonra, FA karaciger ve eritrositlerde metanol
ve formik aside metabolize olur. idrar ve diski yoluyla veya
solunum yoluyla karbondioksite oksitlenerek viicuttan atilir.
Cok sayida calisma, FA'ya maruziyetin duyusal tahris, tiikiiriik
salgisi, dispne, bas agrisi, uykusuzluk, konviilsiyonlar, davranis
bozukluklari ve anormal sperm liretimi gibi gesitli semptomlara
neden oldugunu gostermistir. Deney hayvanlarinin FA'ya
maruziyeti, FA'nin DNA, RNA ve proteinlere hizla metabolik olarak
dahil olmasiyla sonuglanir®*. Deney hayvani calismalarinda, FA
muhtemelen bu makromolekiler etkilesimler nedeniyle cesitli
toksik etkilere neden olur. Uzun yillardir yiiritiilen calismalarda,
FA'nin farkh dokular ve potansiyel koruyucu ajanlar tizerindeki
toksik etkisi arastiriimistir. Ozellikle solunum yolu ve akcigerler,
inhalasyonla ilk etkilenen bdlge olmasi nedeniyle hasar olusan
onemli dokulardir*".

Literatiirde cok sayida calisma, FA'nin hasar olusturma
mekanizmasinda artmis oksidatif stres ve apoptozun rol
oynadigini gostermistir. Bu, akciger epitel hiicre canliliginda
azalmaya ve apoptozun indiiklenmesine neden olur. FA ile
indliklenen apoptoz mekanizmasinda Bax/Bcl-2 ekspresyon
oraninda degisiklik, mitokondriyal hasar, toksik metabolitlerin
ortaya cikmasi ve apoptoz mekanizmasinin mitokondriyal
yolunun aktivasyonu gibi farkli mekanizmalar bildirilmistir.
Bel-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonundaki degisikliklerin
genellikle intrinsik yolla apoptozu indiikledigi duslintilmektedir.
Ayrica, daha yuksek reaktif oksijen tlrleri seviyeleri hiicre
Olimu ve oksidatif stresin neden oldugu patolojik durumlarla
iliskilendirilmistir; bu patolojik durumlarda asiri ROS, DNA,
lipitler, proteinler ve hiicresel makromolekdilleri okside ederek
hasara neden olur™".

Apoptozis belirli genlerin aktivasyonunu, ekspresyonunu ve
diizenlenmesini icerir'. Timor baskilayici gen p53, Bel-2 ailesi
ve kaspaz ailesi apoptozisle iliskili genler arasindadir. Apoptozis
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mekanizmasi  apoptotik sinyalin  alinmasini,  molekdiller
arasindaki etkilesimi ve kaspaz aktivasyonunu icerir ve bu da
stirekli bir reaksiyon stirecine yol agar'®. Dinamik bir siire¢ olan
apoptozis, mitokondrilerden protein salarak kaspazlar aktive
eder”. Bu proteinlerden biri elektron tasima zincirinin bir
bileseni olan sitokrom-c'dir (Sit-¢)'™. Sit-c mitokondrinin i¢ ve
dis membranlari arasinda yer alir. Sit-c'nin dis membrandan
sitozole salinmasi apoptozu tetikleyen en onemli olaydir'.
Sitozola Sit-c'nin salinmasi kaspazi aktive eder. Apoptozda rol
oynayan kaspazlar baslatici kaspaz ve efektor kaspaz olarak
ayrihir®®. Sit-c tarafindan aktive edilen kaspaz-9, kaspaz-3'l
indiikler. Boylece hiicre o6limiyle sonlanacak olan kaspaz
kaskadi baslar. P53, hiicre dongustint, DNA replikasyonunu ve
kontrolsiiz hiicre bolinmesini kontrol eden bir timor baskilayici
proteindir. Saglikli hiicrelerde p53 proteinleri kapatilir. Hiicreler
strese ve kontrolsiiz bolinmeye maruz kaldiginda aktive
olur. Ancak bu protein hasar gordiglinde veya mutasyona
ugradiginda islevlerini yerine getiremez. Bu da, kontrolsiiz hiicre
béllinmesine ve tlimdr olusumuna neden olur?'.

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan
L-argininden sentezlenen bir sinyal molekiiltidiir ve ti¢ izoformu
vardir; endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS ve indiiklenebilir
NOS (iNOS). eNOS tarafindan sentezlenir ve hiicrelerin normal
islevleri icin gereklidir. Doku hasari veya stres kaspazinda,
iNOS aracihgiyla ekstra NO dretilir. NO Gretiminin artmasi
nedeniyle, oldukca aktif olan peroksinitrit anyonu ve hidroksil
gibi diger serbest radikallerde artis meydana gelir. NO ayrica
antioksidanlari tiiketebilir ve oksidatif strese karsi organlar
lizerindeki koruyucu etkilerini engelleyebilir?.

Stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi antioksidan
enzimler ve indirgenmis glutatyon (GSH) gibi enzimatik
olmayan belirtecler, ROS tirlerine karsi savunma saglayarak
fizyolojik stireclerin saglikh isleyisine katkida bulunur. SOD,
glutatyon peroksidaz (Gpx) ve CAT, oksidatif stresin neden
oldugu doku hasarinin arastiriimasinda en énemli antioksidan
enzimlerdir ve aktivitelerindeki degisiklikler oksidatif stres
belirtecleri olarak kabul edilir. FA, bircok molekiille reaksiyona
girerek hiicrelerde hem apoptozu hem de oksidatif stresi
tetikler. SOD, Gpx ve CAT, oksidatif stresin neden oldugu doku
hasarinin arastirilmasinda en énemli antioksidan enzimlerdir
ve aktivitelerindeki degisiklikler FA ile yapilan calismalarda
oksidan stres belirtecleri olarak kabul edilir®%.

Baicalein (BAI), Scutellaria baicalensis bitkisinin kdklerinden
elde edilir. Cahismalar, BAl'nin anti-bakteriyel, anti-viris,
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anti-alerjik, anti-oksidan ve anti- enflamatuvar ozelliklere
sahip oldugunu gdstermistir. Son calismalarda, BAI'nin hiicre
cogalmasi, metastaz, apoptoz ve otofaji gibi cesitli biyolojik
strecler Ulzerindeki etkisine bagl olarak kanser karsiti
aktivitelere sahip oldugu bulunmustur?®-=°,

Amacimiz bu verileri kullanarak konuyla ilgili bu iki soruya
yanit bulmakti. Baslangi¢ta, FA neden oldugu hasar ile eNOS,
iNOS retimi, apoptotik siirecler ve akciger dokularindaki
antioksidan yanitlar arasinda bir baglanti kesfedildi. Ayrica,
BAl'nin FA'nin neden oldugu akciger hasari tizerindeki etkisini
arastirdik.

GEREG VE YONTEM

Kimyasallar
BAI (BLDpharm BD6298, China), FA (Tekkim, Turkey).

Hayvanlar

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesi'nden
toplam 24 adet 20-24 gr agirhginda erkek Wistar albino sican
temin edildi. Hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda
(2241 °C sicaklik, %55 nem, 12 saat aydinlik/karanlik déngusi)
tutuldu ve standart yem ve musluk suyu ile beslendi. Hayvanlar
deney ortamina adaptasyonlarinin saglanmasi icin deney
baslamadan 24 saat Once laboratuvar ortamina getirildi.
Bu calisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun onayi ile yiritildi (karar no: 2019.03.01, tarih:
29.03.2019).

Deney Tasarimi

Calismada iki deney ve bir kontrol grubu olmak tizere li¢c grup
planlandi. Her grup rastgele secilen sekiz sicandan olusturuldu.
Kontrol grubu: 14 giin boyunca gunlik intraperitoneal tuzlu
su verildi. FA grubu: 14 giin boyunca glnliik intraperitoneal
FA, 1/10 oraninda tuzlu su ile seyreltilerek uygulandi. FA +
BAI grubu: 14 giin boyunca giinliik intraperitoneal FA, 1/10
oraninda tuzlu su ile seyreltilerek uygulandi ve BAI, 200 mg/
kg intraperitoneal dozda verildi. Literatiirde deneysel FA
toksisitesini belirlemek amaciyla yapilan subakut calismalar
incelendiginde, FA'nin intraperitoneal uygulanmasinin tercih
edildigi goruldu. Hem FA hem de BAl'nin dozlari literatire gore
secildi*o32,

Deneyin sonunda tiim sicanlar 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir
(HCI) ve 50 mg/kg ketamin HCl anestezisi altinda akciger
dokulari cikarilarak 6tenazi edildi. Dokularin yarisi patolojik
inceleme icin %10 formalin sollisyonuna batinldi. Diger
kisimlar hizla dondurulduktan sonra mRNA izolasyonuna kadar
-80 °C'de sivi nitrojende saklandi.

Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Kantitatif ters transkriptaz (qRT)-PCR analizleri akciger
toplam RNA'dan
tamamlayict DNA (cDNA) 6rnekleri Gzerinde gerceklestirildi.
GSH, SOD, CAT, Sit-c, P53, Caspase-3, Caspase-9, iNOS ve eNOS
genleri icin 6zel olarak tasarlanmis primerler kullanildi.

dokusundan ekstrakte edilen Uretilen

RNA izolasyonu

Akciger dokularindan RNA izolasyonu, Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirildi.
izolasyon prosediirii, asagida aciklandigi gibi bu kitin yéntemine
gore gerceklestirildi. Daha iyi homojenizasyon icin 6rneklere
1 mm capinda zirkonyum silikat boncuklar yerlestirildi. Daha
sonrasivinitrojende tutuldu ve bir doku parcalayicidan gegirildi.
RNA'y1 kolayca izole etmek icin protein denatiirasyon sirecini
hizlandirmak amaciyla 6rneklere %71 merkaptoetanol ve lizis
tamponu eklendi. Suyu ¢ikarmak icin hiicre homojenatlarina
ayni hacimde %70 etanol eklendi. Boncuklari uzaklastirmak
icin 21380 G'de santriflij edildi. Santrifiijden cikan sividan
700 pL kit icerisinde bulunan kolonlu tiiplere alindi. Bu
tiiplerdeki 6rnekler 12000 g'de 15 saniye santrifuj edildi ve
ardindan tuplerin filtre kisimlar toplama tiiplerine aktarildi.
Orneklere 700 pL yikama tamponu 1 eklendi ve 12000 g'de 15
saniye santrifiij edildi ve kolonlu tiiplerin filtre kisimlari yeni
tiiplere alindi. Uzerlerine 500 ulL yikama tamponu 2 eklendi
ve 12000 g'de 15 saniye santrifiij edildi. Tekrar 500 pL yikama
tamponu 2 eklenip 2 dakika santrifiij edildikten sonra tiipler
kapakli tliplere alinarak tiiplere 50 pL RNase icermeyen su
kompozisyonu eklendi. 50 uL eklenmesinin sebebi ¢alismalarda
optimum hacmin bu sekilde belirlenmesiydi. Karisim 2 dakika
inklibasyondan sonra 30 saniye boyunca 12000 g'de 2 dakika
santriflij edildi. Filtre parcalar atildi ve alt pargalar dlciim icin
alindi. Elde edilen RNA 6rneklerinden 2 uL alindi, Nanodrop
cihazinda pipetlendi ve saflik ve absorbans degerleri 260-
280 nm'de okunarak belirlendi. OIQUIen saflik degerleri 1,8-
2,0 araliginda olglildi ve bu oOrneklerden c-DNA sentezi
gerceklestirildi.

Tamamlayici Deoksiriboniikleik Asit (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi, uygun protokol adimlarini izleyerek Yuksek
Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon sentez kiti (Katalog no:
4368814) kullanilarak izole edilen RNA'lardan gergeklestirildi.
Sentezlenen cDNA'lar -20 °C'de saklandi. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kosullari adim 1: 25 °C, 09:53 dakika; adim
2: 37 °C, 120 dakika; adim 3: cDNA sentezi, 85 °C'de 5 dakika
programlanarak gerceklestirildi. cDNA sentez protokolii Tablo
1'de gosterilmistir.
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Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)
Ekspresyonu

Aktif GSH, SOD, CAT, P53, Sit-c, Kaspaz-3, Kaspaz-9, iNOS ve
eNOS gen ekspresyon diizeyleri (qRT)-PCR yontemi ile belirlendi.
Gen ekspresyon calismalarinda “RNA izolasyonu" béliimiinde
anlatildigi gibi izole edilen RNA'dan elde edilen cDNA'lar
kullanildi. Calismamizda 384 kuyulu mikro plakalari okuyabilen
Quant Studio 6 Flex qRT-PCR sistemi kullanildi. Kullanilan qRT-
PCR genleri ve dizileri Tablo 2'de listelenmistir. Kalibrasyon ve
duzeltme faktoru olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
kullanildi ve 6rnekler analiz edildi. Gen ekspresyon diizeyleri
SYBR Green ydntemi kullanilarak belirlendi. gRT-PCR icerikleri;
cDNA, SYBR Green ve ilgili genleri icerir. qRT-PCR reaksiyon
karisiminin icerigi 6 uL SYBR Green Master Mix, 2 uL cDNA ve 2
uL RNase icermeyen su ve 384 kuyulu bir plakanin her kuyusu
icin 0,5 pL primer forward, 0,5 pL reverse icerir. PCR programi:
50 °C'de 2 dakikalik 1 déngu ve 95 °C'de 10 dakikalik 1 dongii,
ardindan 40 d6ngii denatiirasyon (15 saniye boyunca 95 °C) ve
tavlama ve ekstansiyon (60 °C'de 1 dakika).

Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Doku o&rnekleri oda sicakliginda 24 saat %710 formalin
sollisyonunda fiksasyona tabi tutulduktan sonra parafin
bloklara gomiildii ve artan oranda alkol serilerinden (60%,
70%, 80%, 90.99.9%) gecirildi. Seffaflik icin dokular 2 degisim

Tablo 1. cDNA sentez protokolii

Madde Hacim
Toplam RNA 10
10 X RT tampon 2 uL

25 X dNTP karisim (100 mM) 0,8 pL

10 X RT random primer 2 uL
MultiScribe ters transkriptaz 1L
Niikleazsiz su 4,2 uL
Son hacim 20 pL
RNA: Riboniikleik asit, RT: Ters transkripsiyon, dNTP: Deoksinlikleotid trifosfat

Tablo 2. qRT-PCR'de kullanilan genler ve dizilimi

ksilen ve parafinizasyon adimlarina maruz birakildiktan sonra
parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan alinan 4 p kesitlerin
deparafinizasyon isleminden sonra, Oncelikle genel doku
histolojik incelemesi icin birine hematoksilen-eozin (H&E)
boyama uygulandi ve digerlerine iNOS (Thermo Invitrogen
PA3-030A) ve eNOS (Thermo Invitrogen MA5-15559)
antikorlari uygulandi. immiinohistokimya boyama icin Ventana
BenchMark XT Ultra IHC/ISH sistemi platformu kullanildi. Doku
slaytlari 37 °C'de bir gece ve 56 °C'de 2 saat inkiibe edildi.
Burada, slaytlara 60 °C'de 10 dakikalik ksilen serisi, %96, %80,
%70 alkol serisi ve li¢ kez distile su serisi uygulandi. Antijen geri
kazanimi icin “Citrate buffer 10 X pH 8.0" (kod: 15-M820, Lot.
50930) kullanildi (95-100 °C'de 20 dakika ve oda sicakliginda/
sogutmada 20 dakika). Fosfat tamponlu salin, %3 H,0, ile
endojen peroksit blokajindan 10 dakika sonra uygulandi.
Slaytlar iNOS ve eNOS antikorlariyla oda sicakhiginda 45
dakika inkiibe edildi. Daha sonra standart immiinoperoksidaz
boyama yontemi adimlari uygulandi. Kesitlerdeki boyamalari
degerlendirirken patolog grup 6zelliklerini bilmeden tarafsiz bir
degerlendirme yapti. Hazirlanan preparatlar Nikon Eclipse E600
model 151k mikroskobunda degerlendirildi. Kesitlerden Visia
goriintiileme programinda goriintiiler alindi ve kaydedildi. Tlim
H&E kesitleri mikroskobun rastgele secilen 10 yiiksek bliytiitme
alaninda (x400) degerlendirildi. Akciger interstisyumunda
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kdpukli makrofaj birikimi,
bronsiyol duvarinda kalinlasma, hemoraji ve epitel hiicre
dokiilmesi gozlendi. Tum sican kesitleri bu bulgulara gore
onceden tanimlanmis yari kantitatif bir skalada O ile 4 arasinda
puanlandi. Akciger hasari derecesi 0: normal doku; 1: minimal
hasar (<%?1-25 tutulum); 2: orta hasar (%25-75 tutulum); ve
3: ciddi nekroz (>%75 tutulum) olarak puanlandi®. eNOS ve
iNOS antikorlarinin degerlendirilmesi icin, her bir Kaspaz'da
pozitif boyanmis hiicrelerin yayilimi ve yogunlugu belirlendi.
Boyanma derecesi 0 (%0-5), 1 (%6-24), 2 (%25-49), 3 (50-
74%) ve 4 (>%75) olarak derecelendirildi. Boyanma yogunlugu
0 (negatif), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (gticli) olarak derecelendirildi.
0 ila 300 arasinda degisen imminoreaktivite skoru, elde edilen
iki derecenin carpilmasiyla belirlendi®*.

Hedef gen ileri primer dizilim (5'- 3") Ters primer dizilim (5'- 3)

SOD AGCTGCACCACAGCAAGCAC TCCACCACCCTTAGGGCTCA

CAT TCCGGGATCTTTTTAACGCCATIG TCGAGCACGGTAGGGACAGTTCAC
GSH ACTTGGCACTCCTCTCCTGA AGGCACTAGAACCTGCTGGA
Sit-c AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATITAC TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAG
P53 CACAGTCGGATATGAGCATC GTCGTCCAGATACTCAGCAT
Kaspaz-3 AGTTGGACCCACCTTGTGAG AGTCTGCAGCTCCTCCACAT
Kaspaz-9 AGCCAGATGCTGTCCCATAC CAGGAACCGCTCTTCTTGTC

iNOS GAGACAGGGAAGTCTGAAGCAC CCAGCAGTAGTTGCTCCTCTTC
eNOS ACCAGCACCTTTGGCAATGGAG GAGACGCTGTTGAATCGGACCT
SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH: Glutatyon, Sit-c: Sitokrom-c, P53: Tiimdr proteini 53, iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, eNOS: Endotelyal nitrik oksit
sentaz
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istatiksel Analiz

Tanimlayicr istatistiklerin - tanimlanmasinda ortalama ve
standart sapma degerleri kullanildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu tek &rneklem Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendi. Degiskenlerin normal dagilima uymasi durumunda

tek yonlii ANOVA testi uygulandi. Degiskenler arasi coklu

karsilastirmalar icin “Bonferoni post-hoc” testi yapildi. Normal
dagilim gostermeyen degiskenler arasi coklu karsilastirmalar
kullanildi.
karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

icin  Kruskal-Wallis  testi Gruplar arasi ikili

Tim istatistiklerin anlamlilik siniri p<0,05 olarak kabul edildi.
istatistiksel analizler icin IBM SPSS Statistics 20.0 programi

*

*

& "v

* *

<& &
2

ol *

<& &
&

Sekil 1. Akciger dokusu isik mikroskobu ve immiinohistokimyasal bulgular. A) Kontrol; normal morfoloji (HEX200). B) FA; orta-agir
akciger hasari (mavi ok: interstitiyal hemoraji, kirmizi ok: kabuklasmis epitel hicreler ve makrofajlar) (HEX200). C)FA+BAI; orta
akciger hasari (mavi ok: interstitiyal hemoraji, kirmizi ok: kabuklasmis epitel hiicreler ve makrofajlar) (HEX200). D) eNOS kontrol:
orta-siddetli boyama (X200). E) eNOS FA; hafif boyama (X200). F) eNOS FA+BAI: hafif boyama (X200), G) iNOS kontrol: boyama
yok (X200). H) iNOS FA: siddetli boyama (X200). J) iNOS FA+BAI: orta boyama (X200). Akciger dokusu histopatoloji bulgulari *: Kontrol grubu

karsilastirmasi p<0,05

Tablo 3. Akciger dokusu gen ekspresyon diizeyleri

Parametreler Kontrol FA FA+BAI

SOD 3,22+0,60 3,10+0,85 7,77+0,85 "

GSH 2,78+0,52 0,24+0,17 0,28+0,14°

CAT 7,17+1,76 2,62+0,48 4,03+1,18'"

P53 1,52+0,46 0,06+0,04" 0,02+0,01"

Sit-c 1,73+£0,56 9,65+1,94" 22,80+4,88"

Kaspaz-3 2,69+1,05 0,50+0,23" 0,43+0,23'

Kaspaz-9 0,06+0,08 0,23+0,27 0,14+0,13

iNOS 5,55+0,42 7,12+1,69° 26,13+4,59"

eNOS 413,78+51,96 73,30+3,71 37,93+3,35™"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Tim gruplar icin n=8. *: Kontrol grubu karsilastirmasi p<0,05; y: FA ve Baicalein gruplarinin karsilastirmasi, p<0,05
FA: Formaldehit, BAI: Baicalein, SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH: Glutatyon; Sit-c: Sitokrom-c, P53: Timor proteini 53, iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz,
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
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kullanildi. Grafikler GraphPad Prism 6 Windows vyazilimi
kullanilarak olusturuldu.

BULGULAR
Istk Mikroskobu Bulgulan

Kontrol grubunda sicanlarin akciger dokularinin morfolojisi
normal morfolojiye benzerdi. FA grubunun mikroskobik
bulgulari olduk¢a dikkat cekiciydi, c¢lnki FA grubunun
akcigerlerinde interstisyel hemoraji, enflamatuvar hiicreler,
makrofajlar ve 6dem gorildii. Tim sicanlarda orta veya siddetli
epitel hicre dokilmesi, kalinlasma ve kanama olan terminal
bronsiyoller tespit edildi. FA+BAl grubunun histopatolojik
bulgulari FA grubuna gore daha az belirgin olmakla birlikte,
bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktu
(p>0,05) (Sekil 1).

immiinohistokimyasal Bulgular

eNOS boyanmasi kontrol grubunda orta ila siddetli, FA
grubunda ise hafifti. Aksine, iNOS boyanmasi kontrol grubunda
saptanmadi, ancak FA grubunda orta ila siddetliydi. FA+BAlI
grubundaki boyanma 6zellikleri FA grubuyla benzerdi (p<0,05)
(Sekil 1).

Calismamizda kontrol grubunda bulgular normal arahkta
seyrederken, FA grubunda histopatolojik akciger hasar
derecesi daha vyiksek, imminokimyasal olarak diisiik eNOS
ve yiiksek iNOS ekspresyonu vardi. FA+BAI, eNOS ekspresyon
seviyelerinde minimal artisa ek olarak akciger hasari ve iNOS
ekspresyon seviyesinde minimal azalma sagladi. Ancak bu
bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0,05).

Gen Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda FA grubunda GSH ve
CAT diizeylerinin daha dislk oldugu goriilmektedir. SOD ve
CAT ekspresyon diizeyleri FA+BAI grubunda FA grubuna gore
anlamh olarak artmisti (p<0,05). P53 ekspresyon diizeyi FA
grubunda kontrol grubuna gore daha dusiik bulundu. Kontrol
grubuyla karsilastinldiginda Sit-c, iNOS ve eNOS ekspresyon
diizeylerinin hem FA hem de FA+BAl gruplarinda arttigi
gorildi (p<0,05). Calismamiz sonucunda elde ettigimiz gen
ekspresyon diizeyleri Tablo 3'te verilmistir.

TARTISMA

FA, tip bilimi ve endustriyel sektorlerde yaygin olarak
kullanilan renksiz, yanici bir gazdir ve ne yazik ki baslica hava
kirleticilerinden biridir. Patologlar, anatomistler ve teknisyenler
gibi bazi mesleklerde FA'ya maruz kalma nedeniyle, normal
popiilasyona kiyasla l6semi, beyin timori, karaciger, testis
ve akciger kanseri olgularinda artis oldugu goriilmektedir.
FA, Uluslararasi Arastirma Ajansi tarafindan Grup 1 olarak
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siniflandiriimis, mukozal tahris edici, ciddi solunum sistemi
toksik ajani ve kanserojen kimyasal olarak bilinmektedir®*3¢. FA
ayrica sistemik enflamasyon kaynakli depresif semptomlarla da
iliskilidir®”. Bu calismada, FA kaynakli akciger hasari ile eNOS,
iNOS ekspresyonu, antioksidan yanit ve akciger dokularindaki
apoptotik stire¢ arasindaki baglantiyr gozlemlemeyi amacladik.
Ote yandan, daha once hic calisiimamis olan baicalienin FA
hasari lizerindeki etkilerini arastirmak istedik.

Ekzojen olarak alinan veya metabolik reaksiyonlarla olusan
FA, dokularda cesitli toksik etkilere neden olur. FA maruziyeti
cogunlukla metanol metabolizmasi, demetilasyon, vicuttaki
histon/DNA/RNA demetilasyon gibi ekzojen ve biyosentetik
kaynaklar yoluyla inhalasyonla ortaya cikar ve FA ara irin
olarak ortaya ¢ikar. FA ve metabolitlerinin toksik etkileri 6zellikle
parankimal dokularda gbzlemlenebilir. Onceki calismalarda,
FA'nin biyomolekdler profil degisikliklerindeki roli dogrulanmistir
ve saglik calisanlarinda diisiik mesleki maruziyetin olcilebilir
biyolojik sonuclara da yol acabilecegi vurgulanmistir3.,

Bu calismanin amaci, karacigerde metabolize edilen FA'nin toksik
metabolitlerinin akciger parankimi Uzerindeki histopatolojik
etkilerini ve apoptozis yolunu belirlemek ve gozlenen hasarin
altinda yatan nedenleri, yani enflamasyonu ve oksidatif stresi
ortaya koymakti. Daha énce diger calismalarda belirlenen dozlarda
FA'nin sicanlara dogrudan (intraperitoneal) uygulanmasiyla bir
sican modeli olusturulmustur. Sonuclar, dogrudan subakut FA
maruziyetinin siddetli enflamasyon, apoptozis ve artmis oksidatif
stresi induikleyerek akciger hasarina neden oldugunu gostermistir.
Bu hasar mekanizmalari histopatolojik bulgularla sonu¢lanmistir.

FA maruziyetine bagh eNOS seviyesindeki azalma, hiicrenin
normal fonksiyonlarini kaybettigini gosterir. iNOS'taki artis,
doku hasari gelisiminin bir isareti olarak gorilebilir. GSH ve
CAT seviyelerindeki azalma, oksidatif dengedeki bozulmanin
doku hasarini kolaylastiran ve hasarin iyilesmesini engelleyen
bir faktor oldugunu da gosterir.

FA hiicre 6limi veya apoptozis ile sitotoksisiteye ve DNA ve
kromozomal hasar yoluyla genotoksisiteye neden olsa da,
sinirli veriler reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif
stresin hasara katkida bulunabilecegini 6ne stirmektedir.
ROS'a asiri maruz kalmanin DNA, lipitler ve proteinler gibi
hiicresel bilesenlere zarar vererek gelisimsel toksisiteye
neden oldugu bilinmektedir*. FA tarafindan hem antioksidan
enzimlerin indiksiyonu hem de baskilanmasi farkl dokularda
gosterilmistir. GPx, SOD, CAT ve GSH hiicreleri oksidatif hasara
karsi korurken, malondialdehit aktivite seviyelerinin oksidatif
hasar seviyesini gostermek icin kullanabilecegi bir oksidatif
biyobelirtectir?'. Bazi calismalar FA'nin  kemirgen testis
dokusunda antioksidan savunma mekanizmasini indiikledigini
ve etkilerini bozabilecegini gostermistir®. Lim ve ark?®
FA'nin oksidatif stresin bir belirteci olan lipid peroksidasyon
olusumunda artisa neden oldugunu gostermistir.
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NO, doku hasari veya strese yanit olarak iNOS'un etkisiyle
uretilir. Doku hasarinin bir gostergesi olarak iNOS seviyesi
artarken eNOS seviyesi azalir. NO Gretimi serbest radikallerde
artisa neden olur. NO'nun bir diger etkisi de SOD, Gpx ve CAT
gibi antioksidanlari azaltmasidir. Bunun sonucunda oksidatif
stres nedeniyle doku hasari meydana gelir. FA'nin neden oldugu
doku hasari, NO ve oksidatif stres mekanizmalari hakkinda
cok sayida calisma yapilmistir. Oncelikle FA'nin oksidatif stres
lzerindeki aktivator etkisi degerlendirilmistir. Bunlari iNOS,
eNOS, ROS, oksidatif stresin FA'nin etkilerini uyarma etkisi,
doku hasari derecesi ve farkh dokulardaki (beyin, karaciger,
bobrek, akciger vb.) SOD, CAT, GPx seviyelerini gosteren
calismalar izlemistir®®. Mohammed ve ark.** FA'nin genotoksik
ve hematotoksik hasarini degerlendirmislerdir. Zararsiz ve
ark3' calismalarini akciger dokusu tizerinde planlamislardir.
Bu calismalarin sonuclari FA, NO ve ROS iliskisini destekleyen
verilerimizle uyumludur .

Tengve ark.** deneysel calismalarinda diistik konsantrasyonlarda
bile FA'nin izole sican hepatositlerinde oksidatif hasara neden
oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Sarsiimaz ve ark.*
sicanlara inhalasyon yoluyla FA vererek karaciger dokusunda
CAT aktivitesinin azaldigini ve SOD aktivitesinin arttigini
bulmuslardir. Zararsiz ve ark.®" akciger dokusu {zerinde
calismislar ve FA'ya maruz kalan sicanlarin akciger dokusunda
CAT enzim seviyelerinin azaldigini ve SOD enzim aktivitelerinin
arttigini bulmuslardir.

Literatiirde, bir antioksidan olan BAI'nin ekspresyon dizeyinde
FA toksisitesine karsi koruyucu etkilerini inceleyen bir calisma
bulunmamaktadir. Ancak, BAl'nin farkli hiicre hatlari Gizerindeki
koruyucu etkilerini ekspresyon diizeyinde in vitro ¢alismalarla
degerlendiren calismalar bulunmaktadir®#34,

Calismamizda gRT-PCR sonuglari, FA toksisitesi nedeniyle
akciger dokusunda olusan hasar sonucu GSH ve CAT
ekspresyonlarinin azaldigini géstermistir. Bu sonug¢ antioksidan
savunmanin negatif etkilendigini gostermektedir. SOD ve
CAT ekspresyon seviyeleri FA+BAl grubunda FA grubuna
gore anlamli olarak artmistir. Bu durum BAI'nin SOD ve CAT
araciligryla antioksidan savunma saglamada pozitif bir etkisi
olarak degerlendirilmistir.

iki ana yolak apoptoz aktivasyonuna yol acar. Birincisi,
timor nekroz faktoru ailesi Uyeleri tarafindan baslatilan ve
prokaspaz-8 icin aktive edici bir kompleks olan ekstrinsik (Glim
reseptorii aracili) yolaktir ve ikincisi, prokaspaz-9 igin aktive
edici bir kompleks olan apoptozomlu intrinsik (mitokondri
aracil) yolaktir. intrinsikyolak Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
duzenlenir. Birkac sinyal molekald, hiicre ici  enflamatuvar
mediator sentezinin vefveya apoptozun baslatiimasina yol
acar. Cok sayida calisma, apoptozun FA kaynakli akciger hasari
sirasinda hicre 6liminiin mekanizmalarindan biri oldugunu
gostermistir'>™44. Calismamizda, qRT-PCR ile intrinsik yolun

baslica tiyeleri olan Sit-c, CASPASE-3 ve CASPASE-9'u arastirdik.
FA grubunda P53 ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore
azalmasi tiimor baskilayici bir gen olan TP53 geninin oksidatif
stres sonucu hasara ugramasi ve bu nedenle P53 ekspresyon
diizeyinin azalmasi seklinde yorumlandi. P53 ekspresyon
dizeyinin FA+BAI grubunda kontrol ve FA gruplarina gore
anlaml olarak disuk oldugu gorildi. Bu durum BAI'nin
apoptotik siirec tzerinde etkisi olmadigi seklinde yorumlandi.
FA toksisitesine bagh oksidatif stres sonucu apoptotik siirecin
mitokondriyal yol (Uzerinden tetiklendigi distintldi. FA
grubunda Sit-c ekspresyonunun kontrol grubuna gére artmis
olmasi bunun bir gostergesi olabilir. Artmis hiicresel stresin DNA
hasari ve lipid peroksidasyonuna bagli membran hasarina yol
acabilecegi ve bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya
artmis  olabilecegi  dustinilmektedir.
Apoptozomdaki apoptotik efektér veya "yonetici" proteinler
(Sit-c, Apaf-1 ve prokaspaz) ve kaspaz kaskadi mitokondriye
bagli apoptotik suirecte rol oynar. FA'nin zararh etkilerine
karsi hiicre 6limiint tetiklemek ve aktif kaspaz-9 olusumunu
tetiklemek icin Sit-c ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir.
Baslatici bir kaspaz olan aktif kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-7
gibi efektor kaspazlari ayirir ve aktive eder. Bu durum hiicresel
hasar ve DNA hasarinin derecesini artirir. Hem FA hem de
FA+BAl gruplarinda kaspaz-3 ekspresyon seviyelerinde
artis olmamistir. Bu, hiicredeki inaktif kaspaz-3 seviyesinin
apoptozu tetiklemek icin yeterli oldugunu disiindiirmektedir.
Ancak, FA+BAI grubunda Sit-c ekspresyon seviyesinin yliksek
oldugu bulunmustur. Bu, BAl'nin mitokondriyal hasar lizerinde
terapotik bir etkisinin olmadigini diistindiirmektedir.

Sit-c  saliniminin

Kontrol grubuyla karsilastinldiginda FA grubunda iNOS
ekspresyon diizeyinin arttigi gozlendi. Akciger dokusuyla
yapilan farkli bir calismada FA toksisitesine bagli olarak
iNOS ekspresyonunun arttigi belirtilmistir. Bu sonug¢ bizim
cahsmamizla uyumludur®. Calismamizda da iNOS ekspresyon
diizeyi diger iki grupla karsilastirildiginda FA+BAI grubunda
ylksekti (p<0,05). NO siiperoksit radikaliyle reaksiyona
girerek peroksinitrit olusturur ve bu da DNA hasarina neden
olur. FA+BAIl grubunda iNOS ekspresyon diizeyindeki artis
NO aracihgiyla antioksidan sistemin aktive olmasi seklinde
yorumlanabilir. immiin boyama sonucunda FA grubunda
iNOS immiinreaktivitesinin anlamh sekilde arttigi gozlendi.
Bu, bu toksisiteye karsi hiicresel hasara yanitin NO yoluyla
olabilecegini  dustindirmektedir. Benzer sekilde, iNOS
immiinoreaktivitesi FA+BAI grubunda vyiiksek bulundu,
ancak FA ile karsilastirildiginda anlamli bir fark yoktu. FA
toksisitesi nedeniyle eNOS ekspresyon diizeyinin anlamh
sekilde azaldigi belirlendi. immiinohistokimyasal boyama da
bu sonucu desteklemektedir. eNOS immiinoreaktivitesindeki
azalmanin FA toksisitesi nedeniyle epitel doku hasariyla iliskili
olabilecegi dusuinildi. Kontrol ile karsilastirildiginda hem FA
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hem de FA+BAI gruplarinda eNOS ekspresyon diizeyinde ve
imminoreaktivite yogunlugunda azalma gozlendi. Bu durum
BAI'nin eNOS Uzerinde etkili olmadigi seklinde yorumland..

Yiiksek konsantrasyonlarda FA maruziyetinde  6kstirik,
nefes darligi, 10-20 ppm seviyelerinde hinlti, larinkste 6dem
ve spazm gibi pulmoner etkiler gozlenmistir. Mikroskobik
incelemede disiik doz FA'nin akut inhalasyonunun bile
insan ve hayvanlarda Ust solunum vyollarinda ve akciger
parankimasinda enflamatuvar hiicre degisikliklerine neden
oldugu gorilmektedir. 50-100 ppm dozlarinda pulmoner
enflamasyon, &dem ve pndmoni gelismektedir¥’-¢. Diger
onemli mikroskobik bulgular bronsiyollerde duvar kalinhginda
artis, hemoraji ve epitel hicre dokilmesidir. Literatiirde cok
sayida calisma FA'nin indiikledigi hasari ve cesitli maddelerin
koruyucu etkisini gostermistir"243%¢ Calismamizda FA
uygulamasi olarak kolayca tanimlanan mikroskobik akciger
hasari tespit edilmistir.

S. baicalensis'ten elde edilen Wogonin ve BAIl, apoptotik,
enflamatuvar ve oksidatif etkiler agisindan benzer farmakolojik
ozellikler sergiler. In vivo ve in vitro calismalar, BAl'nin pankreas,
karaciger ve bobrek gibi organlari enflamatuvar mediatorlerden
ve bagisiklik sistemi hasarindan korudugunu gostermistir°,

Calismanin Kisithhklar

Deneysel calismanin parametrelerinin biyokimyasal olarak
incelenememis olmasi ve doku o&rneklerinde Western blot
analizinin yapilamamis olmasi calismanin sinirlihklaridir.

SONUG

Bu calismada, farkli dokularda antioksidan ve antienflamatuvar
ozellikleri kanitlanmis olan BAl'nin, FA hasarina karsi akciger
dokusunda koruyucu bir ajan olarak deneysel calismalarla
arastirilmasi amaclanmistir. Bie ve ark.?, BAl'nin hepatoselliiler
karsinoma lizerindeki antikanser etkilerini arastirmis ve olumlu
sonuclar bulmuslardir. Ayrica, Sowndhararajan ve ark.%,
BAl'nin noroprotektif etkilerini vurgulamislardir. Ancak, BAl'nin
FA kaynakl akciger hasari lizerinde olumlu bir etkisi tespit
edemedik. Sican akcigerlerinde, FA intrinsik mitokondriyal yol
ile apoptozu indiikler ve BAl'nin ifade diizeyinde apoptozis
lizerinde olumlu bir etkisi yoktur. Ote yandan, calismamiz
BAl'nin ifade dlzeyinde oksidatif stres parametreleri Gzerinde
iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Etik
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