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OZET

RAT PANKREASINDA 4-NONILFENOL TOKSIKASYONUNA KARSI GALLIK
ASIT VE LIKOPENIN KORUYUCU ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Menderes S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-

Embriyoloji Yiiksek Lisans Programi (Veteriner), Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2025.

Amac: Bu ¢alismada 4-nonilfenol (4-NF), verilmis ratlarda gallik asit (GA) ve likopenin (L),

pankreastaki koruyucu etkisinin olup olmadiginin histolojik olarak arastiritlmasi amaglanda.

Gere¢ ve Yontem: Calisma kapsaminda 36 adet Sprague dawley rat kullanildi. Deneme;
kontrol grubu, 4-NF grubu, GA grubu, likopen grubu, GA + 4-NF grubu ve L + 4-NF grubu
(n=6) olmak iizere alt1 grup halinde yiiriitiildii. 28 giin sonunda ratlarin pankreaslar1 alinarak
rutin doku takibinden sonra parafinde bloklandi. Proje kapsaminda; her bir gruptan 100 pm
ara ile 6 pm’lik seri kesitler alinarak, genel histolojik inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin
(HE), Periyodik-asit Schiff (PAS), Triple boyama yontemleri uygulandi. Pankreasin endokrin
boliimiinde bulunan hiicrelerin apoptotik hiicre yogunlugunu, adacik sayisini, adacik ¢apini ve
alanin1 hesaplamak igin streptavidin-biyotin-perokidaz boyama ydntemi uygulandi. Elde

edilen veriler Kruskal Wallis testine tabi tutularak gerekli istatistiksel analizler yapildi.

Bulgular: Triple, PAS ve HE boyama yontemleri kullanilarak boyanan kesitlerde, kontrol,
GA ve likopen gruplarinin benzer histomorfolojik goriinlime sahip oldugu, dokunun olmasi
gerektigi gibi normal bir goriinimde oldugu, 4-NF grubundaki kesitlerde hiicresel
dejenerasyonlarin oldugu, L + 4-NF ve GA + 4-NF gruplarindaki kesitlerde hiicresel
dejenerasyonlarin azaldig: tespit edildi. Streptavidin-biyotin-peroksidaz boyama yonteminden
elde ettigimiz bulgularda da, 4-NF grubunda apoptozisin arttig1, adaciklarin sayisinin azaldigi
ve boyutlarinin  kiigiildiigii goriildii. Yapilan istatistiksel analizde de bu verilerimiz

dogrulandi.

Sonu¢: Bu calisma ile 4-NF’nin pankreas dokusuna zarar verdigi, buna karsin GA ve

likopenin koruyucu etki gostererek bu zarar1 azaltmaya calisti§1 sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: 4-Nonilfenol, Gallik Asit, Likopen, Pankreas, Rat.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF GALLIC ACID AND
LYCOPENE AGAINST 4-NONYLPHENOL TOXICITY IN RAT PANCREAS

Menderes S. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Master’s
Program in Histology and Embryology (Veterinary), Master’s Thesis, Aydin, 2025.

Objective: This study aimed to histologically investigate whether gallic acid (GA) and
lycopene (L) have a protective effect on the pancreas of rats exposed to 4-nonylphenol (4-
NF).

Materials and Methods: A total of 36 Sprague Dawley rats were used. The study was
conducted in six groups: control, 4-NF, GA, lycopene, GA + 4-NF, and L + 4-NF (n=6 per
group). The experiment lasted for 28 days. At the end of the experimental period, pancreatic
tissues were collected, fixed routinely, and embedded in paraffin. Serial sections of 6 um
thickness were taken at 100 pm intervals and stained with Hematoxylin-Eosin (HE), Periodic
Acid-Schiff (PAS), and Triple staining for general histological evaluation. Streptavidin-
biotin-peroxidase staining method was applied to calculate the apoptotic cell density, islet
number, islet diameter and area of the cells in the endocrine compartment of the pancreas.

Data were statistically analyzed using the Kruskal-Wallis test.

Results: In sections stained with Triple, PAS, and HE, the control, GA, and lycopene groups
displayed similar and normal histomorphological features, while prominent cellular
degeneration was observed in the 4-NF group. Reduced degeneration was noted in the GA +
4-NF and L + 4-NF groups. Immunohistochemical analysis revealed increased apoptosis,
decreased islet number, and smaller islet sizes in the 4-NF group. These findings were
confirmed statistically.

Conclusion: This study concluded that 4-NF causes damage to pancreatic tissue, and both

GA and lycopene exert protective effects by mitigating this damage.

Keywords: 4-Nonylphenol, Gallic Acid, Lycopene, Pancreas, Rat.
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1. GIRIS

Niifus artis1 ve teknolojideki hizli degisim c¢evreninde hizli bir sekilde degismesine ve
kirlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle sanayi ve teknoloji alaninda faaliyet gdsteren
fabrikalardan c¢ikan radyoaktif, kati, sivi ve gaz haldeki kirleticiler, hava, toprak ve su
ortamlarinda hizla birikmekte ve cevre sorunlarina neden olmaktadir. Giiniimiizde cevre
sorunlarina neden olan Kkirleticiler arasinda en c¢ok alkoller, aldehitler, hidrokarbonlar,
pestisitler, fenolikler, alkilfenolikler, steroller, dioksinler, poliaromatikler, deterjanlar, agir
metal iyonu iceren bilesikler, poliklorobifenil (PCB) ve polibrobifenil (PBB) gibi kimyasallar,
farmosotik kaynakli hormonal veya anti hormonal ilaglar yer almaktadir (Toppari ve digerleri,

1996; Crisp ve digerleri, 1998).

Cevre kirliligine neden olan bu maddelerin birgogu canlilar iizerinde de olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Bu Kkirleticiler 6zellikle canlilarin hormonal sistemlerini olumsuz
etkilemektedir. Endokrin bozucu (ED) kimyasallar olarak da ifade edilen bu molekiiller,
hormonal sistemin gelisimi ve isleyisini bozmaktadir. Endokrin bozucu kimyasallar
hormonlarin {iretimini, salgilanmasini, hiicrelere baglanmasini, tasinimini, aktivitesini,

yikimlarini ve viicuttan atilimlarini olumsuz etkilemektedir (Yesilkaya, 2008).

Ksenodstrojen olarak isimlendirilen bir grup ¢evresel kirletici hormon benzeri etkiler
gostererek metabolizmanin isleyisini bozar. Bu kimyasal maddeler viicuttan salinan
hormonlari taklit ederek, hiicre metabolizmasin1 bozmakta, viicut gelisimini ve dogurganlig:
dogrudan etkilemektedir (Soares ve digerleri, 2008; Jacobsen ve digerleri, 2010).
Ksenoostrojenler endokrin sistemi farkli sekillerde etkilemektedir. Etki mekanizmalarindan
biri hiicrelerdeki hormon reseptdrlerine baglanarak hormon gibi davranmalari, bir diger etki
mekanizmas1 ise viicutta dogal olarak iiretilen hormonlarin ilgili hiicre reseptorlerine
baglanmasin1 engelleyerek anti hormon o6zelligi sergilemeleridir.  Yani bu molekiiller
hormonlar taklit edebilir veya onlarin etki gostermelerini engelleyebilirler. Bu nedenle
ksenodstrojenik kimyasallar endokrin sistemin isleyisini olumsuz etkilemektedir (Carney ve

digerleri, 1997; Cook ve digerleri, 1997; Bolger ve digerleri, 1998).

Alkilfenol etoksilat (AFE) bilesikleri, biyolojik olarak kolay parcalanma 6zelliginde
olan bilesiklerdir. AFE bilesikleri sularda biyolojik olarak kolayca pargalanir ve biitilfenol,
oktilfenol (OF) ve nonilfenol (NF) gibi bilesiklere doniisiir. Bu bilesiklerden 6zellikle NF ve
OF bilesikleri hidrofobik o6zellikli olup olduk¢a zehirlidir. Yapilan bir¢cok caligma bu
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bilesiklerin endokrin bozucu 6zelligi oldugunu kanitlamistir. Ozellikle nonilfenol, AFE
bilesiklerinin %82 gibi biiylik bir ¢ogunlugunu olusturur ve bu molekiil biyolojik bozunuma
kars1 oldukca dayaniklidir (Ackermann ve digerleri, 2002; Hale ve digerleri, 2000; Nimrod ve
Benson, 1996; Shang ve digerleri, 1999; Kwack ve digerleri, 2002).

NF ve bisfenol-A (BFA) 6stradiol (17-estradiol) hormonu ile yapisal olarak benzerdir.
Bu nedenle hem NF hem de BFA &strojen hormonunu taklit edebilmektedir. Ostradiol
disilerde kadinlik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasini saglayan ostrojen hormonunun bir ¢esididir.
Bu hormon disi cinsel organlarinin gelisimi, olgunlagsmasi ve menstural dongiide etkili iken
erkeklerde az miktardaki orani ile prostat ve meme dokusunun gelismesinde etkilidir (Ergiin,
2013). NF ve BFA gibi bu tiir kimyasallar yapisal olarak Ostrojene ¢ok benzedikleri i¢in
viicuttaki Ostrojen reseptorlerini isgal etmektedirler. Bundan dolayr bu kimyasallara
ksenodstrojenler denir. Bu kimyasallarin parcalanma iiriinleri ise viicutta Gstrojenik, toksik,
karsinojenik ve mutajenik etkiler gosterebilmektedir (Toppari ve digerleri, 1996; Bigsby ve

digerleri, 1999).

Giinlimiizde deterjanlar, boyalar, kozmetik iriinleri, herbisitler ve pestisitler gibi birgok
tiriinde NF yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar Ostrojenik o6zellik gosteren
NF’nin kemirgen testis ve epididimislerine de zarar verdigini gostermistir (De Jager ve

digerleri, 1999a; De Jager ve digerleri, 1999b).

Nonilfenol etoksilatlar (NFE) hem ev i¢i hem de endiistriyel emiilsiyonlastirici olarak;
lateks, boya, plastik, kagit ve temizlik deterjanlar1 iiretiminde, deri ve tekstil islemede siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica bazi NFE tiirevleri pestisit yapiminda da tercih edilmektedir
(Chokwe ve digerleri, 2017). NFE’lerin birgok alanda kullanimi nedeniyle evsel ve
endiistriyel atiklar yoluyla NFE dogaya karigmaktadir. NFE’ler dogaya karistiktan sonra NF,
nonilfenol monoetoksilat ve nonilfenol dietoksilat gibi ara metabolik bilesiklere

dontisebilmektedir (Ahel ve digerleri, 1994).

4-NF, yapisinda bulunan benzen halkasindan dolayr biyolojik parcalanmaya
(biyodegrasyon) kars1 direngli ayrica biyolojik birikime (biyoakiimiilasyon) de oldukca
uygun bir bilesiktir (Brunner ve digerleri, 1988). Ingiltere Cevre Ajansi 4-NF’nin su
icerisindeki biyodegrasyon yar1 dmriiniin 150 giin oldugunu duyurmustur (Warhurst, 1995).
NF’nin sediment igerisindeki yar1 dmriiniin ise 60 y1l oldugu bildirilmistir (Shang ve digerleri,

1999). NF’nin hidrofobik ve uzun yarilanma O6mriine sahip olmasi, canlilarda toksik etkiye



neden olmakta, hayvanlarda erkek {iremesine, pankreas ve daha bir¢ok organa zarar

vermektedir (Li ve digerleri, 2017).

Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin 6zellik gosteren glandiiler yapili karma bir
organdir. Sindirim sistemi i¢in gerekli sivilari, enzimleri ve iyonlar1 salgilayarak ekzokrin
ozellik gosterirken, Ozellikle glikoz homeostazisi ve hiicre metabolizmast i¢in gerekli olan
hormonlari tiretip salgilayarak endokrin 6zellik gosterir. Pankreasin yapisal olarak %85’

ekzokrin, %2’si endokrin hiicrelerden olusmaktadir (Akkelle ve Tutar, 2022).

Ekzokrin pankreas tubulo-alveolar yapili bir bezdir. Pankreasin bu kismindan enzimler
ve bikarbonat agisindan zengin salgilar iiretilir. Pankreas giinde ortalama 1500 — 2000 ml
kadar ekzokrin salgi iireterek salgilar. Ekzokrin pankreas asinilis denilen hiicrelerden ve
duktus denilen kanallardan olusur. Asiniisler ekzokrin pankreasin iglevsel birimleridir. Burada
bulunan asiner hiicrelerden sindirim enzimleri, sentroasiner hiicrelerden ise sivi ve
elektrolitler salgilanir. Asiner hiicrelerin apikal kisimlarinda igerisinde inaktif enzimlerin
bulundugu zimojen graniiller yer alir. Hiicre ¢ekirdegi ve endoplazmik retikulumlari bazala

yerlesmistir (Guyton ve Hall, 2006; WF, 2001; Junqueira ve Carneiro, 2006).

Ekzokrin pankreasin asiner hiicreleri tarafindan iiretilen salgsinda amilolitik, lipolitik ve
proteolitik enzimler bulunur. Bu enzimler karbonhidrat, yag ve protein sindiriminden
sorumludur. Asiner hiicreler tarafindan iretilen enzimler ihtiya¢ duyulana kadar hiicre
ierisindeki salg1 vezikiillerinde depo edilir. Ihtiyag durumunda ekzositoz ile pankreatik
kanala bosaltilir ve bu kanal aracilifiyla enzimler duedonuma ulagir. Duedonumda besinlerin

sindirimi yiiksek oranda bu enzimler sayesinde gerceklesir (Sherwood, 2011).

Endokrin pankreas ise “Langerhans adaciklar1” olarak adlandirilan hiicre gruplarindan
olusur ve bu adaciklar tiim pankreas hacminin sadece %1-2’si kadardir. Endokrin pankreasin
islevi hiicrelerde glukoz, yag asitleri ve aminoasitlerin kullanilabilirligini diizenlemektir
(Widmaier ve digerleri, 2022). Bunlar genellikle adaciklarin periferinde bulunan ve glukagon
hormonu iireten a hiicreleri, genellikle adaciklarin merkezinde bulunan ve insiilin hormonunu
iireten B hiicreleri, adacigin icerisinde dagilmis halde bulunan ve somatostatin salgilayan D
(delta) hiicreleri ve son olarak da daha ¢ok pankreasin bas kisminda bulunan ve pankreatik
polipeptit salgilayan C hiicreleri bulunur. Endokrin pankreas iirettigi hormonlari dolagim

sistemine salgilayarak sistemik etki olusturur (Epple ve Brinn, 2012).

Bitkisel kokenli flavonoidlerin; antiinflamatuar, antimutajenik ve antialerjik 6zellikleri

bilimsel aragtirmalarla kanitlanmistir (Holiman ve digerleri, 1996). Geg¢misten giiniimiize



kadar c¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in halk arasinda kullanilan geleneksel tedavi
yontemlerinden biri olan bitkilerle tedavinin 6nemi giiniimiizde daha iyi anlasilmis ve bu
bitkilerin modern tedavi yontemlerinde de kullanilmasi gerektigi anlasilmistir. Boylece
alternatif tipta bir alan olan fitoterapi giinlimiizde gelismeye baslamistir. Modern tipa paralel
olarak bu bilim dalinin da her gecen giin daha fazla 6nemi anlasilmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gore, diinyada 3,3 milyar insanimn tibbi bitkilerden tedavi amach
faydalandiklar1 ayrica gelismekte olan iilkelerde de toplumlarin %80’inin bu terapi

yontemlerini kullandiklar tespit edilmistir (Celik ve Celik, 2007).

Antioksidan maddelerin prostat ve meme kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriine kars
koruyucu etkisi kanitlanmistir. Bundan dolay: tiiketicilerin antioksidan maddelere yonelimi
artmistir. Antioksidan maddeler gidalarda oksidasyona bagli tat bozulmalarini Gnleyen
maddelerdir (Gordon, 2001). Dogal antioksidanlar neredeyse tiim bitkilerde, mantarlarda,
mikroorganizmalarda ve hayvansal dokularda bulunmaktadir. En 6nemli dogal antioksidanlar
flavonoidler, tokoferoller ve karotenoidlerdir (Pokorny, 2007). Karotenoidler arasinda da
bilim diinyasinin en ¢ok ilgi gosterdigi likopendir. Domates gibi bitkilerde kirmizi renk
olusumunu saglayan likopen, sahip oldugu antikarsinojen etkisiyle; prostat, meme, mesane,
deri ve sindirim sistemi kanserlerine kars1 koruyucu rol oynamaktadir (Hasler, 2002; Coskun,
2005).

Antikarsinojen etkiye sahip bir baska bilesik ise gallik asittir. Gallik asit (GA) cay
yapraklari, mese, lizim ve bogiirtlen gibi bir¢ok bitki tiiriinde bulunabilen bir bilesiktir. GA
antikarsinojen Ozelliginin yani sira; antienflamatuar, antimutajenik, antialerjik, antioksidan,
antimikrobiyal, ve antihiperglisemik aktiviteleri iceren bircok onemli 6zellige de sahiptir
(Pengelly, 2020; Patel ve Goyal, 2011; Liao ve digerleri, 2018). GA kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyuculuk yaptigi gibi radyasyona karsi da koruyuculuk yapmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar GA’nin metabolik hastaliklar1 engelledigini de gdstermistir (Choubey ve
digerleri, 2015). Yapilan bir bagka calismada GA’nin pankreas kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi goriilmiistiir (Liu ve digerleri, 2012).

Endokrin bozucu kimyasallar arasinda yer alan 4-NF, giinimiizde bir¢ok alanda
kullanilmakta bu nedenle de hem ¢evrede hem de canlilarda birikerek toksik etkilere neden
olmaktadir. 4-NF toksik 0Ozelligi nedeniyle ozellikle disi ve erkek iireme sistemine ve
pankreas gibi organlara zarar vermektedir. 4-NF’nin zarar verdigi organlardan biri olan
pankreas, hem ekzokrin hem de endokrin 6zelligi nedeniyle 6nemli bir organimizdir. Pankreas

salgiladigt hormonlar ile viicudumuzun glikoz homeostazisini saglamaktadir. Yapilan bu
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calisma ile antitoksik, antikarsinojen ve antioksidan gibi bir¢ok 6zellige sahip likopen ve
gallik asitin, 4-NF’nin pankreas hasar1 flzerinde koruyucu etkisinin olup olmadigi
arastirilmistir. Calismada 4-NF, gallik asit ve likopen verilmis farkli grup ratlar kullanilmastir.

Yapilan literatiir taramasinda benzer bir ¢alismaya rastlanilmamastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Homeostazi Kavrami

Canlilarda kararli bir i¢ bedensel ¢evre kavrami, ilk defa {inlii Fransiz fizyolog Claude
Bernard tarafindan 1865'te gelistirilmistir. 'Homeostazi' sdzciigii, ise 1926 yilinda Harvard
Fizyologu Walter Bradford Cannon tarafindan, Bernard'in i¢ ortam kavramini genisletmek
icin ortaya atilmistir (Davies, 2016). Yunanca "aym" ve "kararli" sozciiklerinden tiireyen
homeostazi kavrami, canlilarin hayatta kalmak igin mevcut i¢ diizenlerini silirdiirmelerini
saglayan aktif bir siireci ifade eder. Cannon’un “Viicudun Bilgeligi” adli kitabi, insan
viicudunun sicakligr ve kandaki su, tuz, seker, protein, yag, kalsiyum ve oksijen icerigi gibi
diger hayati kosullari nasil sabit diizeylerde tuttugunu anlatmaktadir (Cannon, 1932; Rodolfo,
2000).

2.1.1. Kan Sekerinin Ayarlanmasi

Kandaki seker oraninin belirli diizeylerde tutulmasi homeostazi agisindan 6nemlidir.
Kan sekerinin ayarlanmasinda pankreasin roliiniin oldugu 1889 yilinda Von Mering ve
Minkowski tarafindan ispatlanmistir. Von Mering ve Minkowski pankreast ¢ikarilmig
kopeklerde diyabet olustugunu tespit etmislerdir (Usman, 1973). 1921 yilinda ise Frederick
Grant Banting ve ekibi uzun ugraslar sonucu pankreasta insiilini kesfetmislerdir. Bu kesif
insiilin mekanizmasinin anlagilmasinda ve diyabet hastaliinin olusumu ile tedavisinin

anlagilmasinda 6nemli bir gelisme olmustur (Savas ve Giiltekin, 2017).

Insiilin geni pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde aktiftir. Bu gen
sayesinde beta hiicreleri tarafindan insiilin sentezlenir ve salinmadan Once beta hiicre
adaciklarindaki graniillerde depolanir. Kandaki glikoz diizeyinin artis1 ile birlikte buradan
kana salmarak kan seker diizeyinin diisiiriilmesi saglanir. Insiilin sentezini ve insiilin
salinimini baglatan en 6nemli uyaran kandaki glikoz seviyesindeki artistir (Savas ve Giiltekin,
2017).

Pankerasin Langerhans adaciklarindaki alfa hiicrelerinden ise glukagon hormonu
tiretilir. Bu hormon insiiline zit olarak ¢alisir ve en énemli gorevi kan sekerini arttirmaktir.

Glukagon hormonu bunu iki yolla yapmaktadir. Birincisi karacigerde glikojen yikimim



uyararak kan sekerini yiikseltir; ikincisi ise diger organik molekiillerin karacigerde glukoza
doniistimiinii uyararak yapilir. Bu hormon ayni zamanda besin emilimi sonrasinda tokluk

hissinin olusmasini da saglar (Woods ve digerleri, 2006).

Insiilin ve glukagon gibi kan sekerinin ayarlanmasinda énemli iki hormonu sentezleyip
salgilayan pankreas, midenin hemen arkasinda ve ince bagirsagin baslangic kismi olan
duodenuma yakin konumda bulunur. Pankreas bu hormonlarin yani sira bir¢ok sindirim

enziminin de iiretim ve salgilama yeridir (Bliyiikuslu, 2019).

2.2. Pankreas

2.2.1. Pankreasin Oneminin Kesfi

Profesor Johann Conrad Brunner, 1673 yilinda yaptigi bir calismada pankreasini
cikardigr kopegin, idrar miktarinin ve idrara ¢ikma sikliginin arttigini tespit etmistir. Brunner
pankreasini ¢ikardigi diger kdpeklerde de poliiiri, polidipsi ve polifaji gelistigini gdrmiistiir
(Karamanou ve digerleri, 2016; Kirchhof ve digerleri, 2008).

Brunner’in c¢alismasina benzer bir caligmayr 1889 yilinda Oscar Minkowski ve
Friedrich Casper Joseph von Mehring birlikte gergeklestirmistir. S6z konusu ¢alismada bilim
insanlar1 bir kopege pankreatektomi yapmis ve kdpekte bir siire sonra poliiiri gelistigini ayrica
kopegin idrarinda %12 oraninda seker bulundugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismadan sonra
Minkowski seker hastaligi olmayan ii¢ kopegin daha pankreasini ¢ikarmis ve bu ii¢ kopekte
de glikoziiri gelistigini gérmiistiir. Bundan sonra Minkowski ¢alismasini ileri bir boyuta
tasiyarak pankreasi ¢ikarilmig kdpeklerin deri altina pankreas dokusu yerlestirmis ve yaptigi
gozlemlerde deri altindaki pankreas dokusu ¢ikarilana ya da yapis1 bozulana kadar kopeklerde
poliiirinin gelismedigini gozlemlemistir (Kirchhof ve digerleri, 2008; Banting ve digerleri,
1922). Minkowski ve von Mering deneyleri pankreas ile diyabet arasindaki iliskiyi ortaya
cikartirken kan sekerinin ayarlanmasinda pankreasin etkili bir organ oldugunu da kanitlamistir

(Imamoglu, 2009).

Paul Wilhelm Heinrich Langerhans, pankreasla ilgili yaptigi incelemeleri sirasinda,
pankreasin ekzokrin hiicreleri arasinda daha onceden kesfedilmemis ve mikroskop altinda
adaciklar seklinde goriilen hiicre kiimelerini tespit etmistir. Paul Wilhelm Heinrich
Langerhans yaptigi bu kesif sonrasinda pankreas adacik hiicrelerinin anatomisi ve

histolojisiyle ilgili caligmalarin1 1869 yilinda Berlin'de yayinlayarak pankreasin yapisi



hakkinda bilim diinyasina yeni bilgiler sunmustur. Ancak Langerhans bu adacik hiicrelerinin

fonksiyonunu hakkinda herhangi bir bilgi elde edememistir (Olmsted ve Olmsted, 1952).

Fransa'min Lille kentinde pankreas ile ilgili ¢aligmalarimi siirdiiren Gustav Edouard
Laguesse 1893 yilinda, Paul Langerhans tarafindan kesfedilen adacik hiicrelerinin hormon
tirettigini belirtti. Laguesse hormon iireten bu hiicre adaciklarina, onlari ilk defa kesfeden Paul
Langerhans'in soyadini vererek Langerhans adaciklar1 ismini ortaya ¢ikardi. Bdylece
Minkowski ve von Mehring tarafindan 1889 yilinda gergeklestirilen caligmalar, 1893'te

Laguesse tarafindan da dogrulanmustir (Bliss ve digerleri, 1982).

1901 yilinda Amerikali patolog Eugene Lindsay Opie, seker hastalifi ile adacik
hiicreleri arasinda bir iliski oldugunu belirtirken, W. MacCallum’da pankreas adacik
tahribatinin glikoziiriye neden oldugunu belirtmistir. (Banting ve Best, 2007). 1910 yilinda ise
Amerika Chicago Universitesi'nden Ernest Lyman Scott sulandirilmis pankreas ekstraktlarini,
pankreast ¢ikarilmig kopekler {izerinde kullanmis ve deney sonunda kdpeklerde glikoziiride
bir azalma tespit etmistir. Boylece pankreasta karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen bir

madde oldugu sonucuna ulasmistir (Imamoglu, 2009).

2.2.2. Pankreasin Yapisi

Pankreas endokrin ve ekzokrin salgilar yapabilen 6nemli bir organdir. Pankreastaki
Langerhans adaciklarinda endokrin  salgilar firetilip salgilanmaktadir. Langerhans
adaciklarmin alfa hiicrelerinden glukagon, beta hiicrelerinden insiilin ve delta hiicrelerinden
de somatostatin hormonlar1 salgilanir. Ancak pankreasin yaklasik %82’lik kismi sindirimle
ilgili ekzokrin salgilar tiretmektedir. Ekzokrin salgi tireten kismi tubulo-alveolar yapida olup,
tirettigi salgilart duodenuma bosaltmaktadir. Pankreasin bu kismindan tripsin, kemotripsin ve
karboksipeptidaz gibi protein sindirici enzimler ile amilaz gibi karbonhidrat sindirici ve lipaz

gibi yag sindirici enzimler salgilanir (Arinci ve Elhan, 1997).

Pankreas bu kadar onemli gérevleri yerine getirmesine ragmen islevi en ge¢ anlasilan
organimizdir. Bagimsiz bir organ olarak tanimlanmasi M.O. 300 yillarinda gergeklesmistir.
Tevrat’ta pankreas karaciger parmagi olarak tanimlanmistir. Galen pankreasa ilk olarak
kallikreas adin1 vermis ancak M. O. Efesli Rufus ilk defa pankreas adin1 kullanmistir. 13.
yiizyilda pankreas anatomisini ilk inceleyen bilim insam1 Guido de Igevano de Luzzi'dir.
Bundan sonra Ferel ve Ander Vesalius yakin doénemlerde pankreas iizerine calismalar

yapmustir.  Mondino de luzzi pankreasin duodenum ile baglantili olan kanalimi kesfetmis



ancak bu konuda ayrintili incelemeler yapan 1642 yilinda Georg Wirsung olmustur (Nur ve
Yoldas, 2000).

1742 yilinda Giovanni Dominoca Santomi pankreasin minor kanalin1 kesfetmistir. Daha
sonra, 1836 yilinda Purkinje ve Pappenhiem, 1843 yilinda Eberle ve 1878 yilinda da Claude
Bernard pankreasin ekzokrin salgilari hakkinda calismalar yayinlamislardir. Pankreasin
endokrin hiicre adaciklar1 ise ilk defa Paul Wilhelm Heinrich Langerhans tarafindan
kesfedilmistir. 1907 yilinda Lane adaciklardaki alfa ve beta hiicrelerini kesfetmis, 1931
yilinda da Bloom adaciklardaki delta hiicrelerini bulmustur (Alptuna, 1984).

2.2.3. Pankreasin Gelisimi

Biitiin baliklarda, kanatlilarda ve memelilerde pankreas, karaciger taslagiyla birlikte
duodenumun etrafindaki endoderm tabakasindan koken alir (Alptuna, 1984; Bryden ve
digerleri, 1972; Sadler, 2022). Pankreasin gelisim gosterecegi bolgede ilk olarak halka
seklinde bir taslak belirir. Bu halka seklindeki taslaktan pankreas ve karaciger gelistigi icin bu
taslaga hepato-pankreatik halka adi verilir (Moore,1983; Severn, 1971). Biitiin canlilarda bu
halkadan; pankreas ve karaciger olusumunu saglayan biri dorsal, digeri ventral, diger ikisi de
sag ve sol ventro-lateral olmak iizere toplam 4 taslak gelisir. Bu taslaklardan ventral olani
karacigeri meydana getirirken, digerleri ise pankreast meydana getirir ( Kayali, 1977;
Maskar,1982).

Insanlarda pankreas, onikiparmak bagirsaginin endoderm dokusundan koken alan hiicre
gruplarindan, gebeligin 4. ve 7. haftalan arasinda gelisir. Bu tomurcuklardan dorsal pankreas
tomurcugu hepatik divertikiiliin kraniyalinde yer alir ve gelisimi ventral tomurcuga gore daha
hizlidir. Ventral pankreas tomurcugu ise hepatik diverkiilin kaudalinde yer alir (Freeny ve
digerleri, 1994; Snell, 2011).

Pankreas tiim memelilerde ve insanlarda sagdan sola dogru bir rotasyona ugrar. Bu olay
yavrunun gelisimi sirasinda midenin donme hareketi yapmasiyla baglar. Bu donme hareketiyle
es zamanl olarak duodenumun kranial bolimii de donmeye baslar. Boylece pankreas karin
boslugundaki yerini alir (Dyce ve digerleri, 1987; Carlson, 1996; Kayali, 1977; Latshaw,
1987). Bu donme hareketi ile birlikte baslangigta duodenumun dorsal konumundaki duvari
medial, ventral konumdaki duvar1 da lateral olur. Yine duodenumun C seklindeki bu dénme
hareketi ile daha onceki donemlerde birbirinden ayr1 gelisen dorsal ve ventro-lateral taslaklar

birlesir ve kisa bir siire sonra bu iki par¢a kaynasarak tek bir loba doniisiir (Giirsoy ve



Koptagel, 1977; Kayali, 1977). Bunun sonucunda yetigkinlik evresinde pankreasin ventro-
lateral taslagindan, kaput pankreatisin kiigiik bir kismi ve altindaki prosessus unsinatus
gelisirken, dorsal pankreastan pankreasin geriye kalan tiim boliimii gelisir (Dyce ve digerleri,
1987; Giirsoy ve Koptagel, 1977; Sadler, 2022).

Pankreasin kanal gelisimi ise embriyonik donemde her bir kanalin farkli bir taslaktan
gelismeye baslamasiyla olusur. Dorsal taslagin akitict kanali duktus pankreatikus minor ya da
duktus sontori veya duktus pankreatikus aksessorius olarak isimlendirilirken, ventro-lateral
taslaktaki ise duktus pankreatikus major olarak isimlendirilir. Duodenumdan dorsal taslagin
kanali gelisirken, duktus kholedokhustan ventro-lateral taslagin kanali gelisir (Dyce ve
digerleri, 1987; Kayali, 1977).

Pankreas genel olarak ii¢ bolgeden olusur. Bunlar duodenuma dogru uzanan bas kismu,
dalaga dogru uzanan kuyruk kismi ve ikisinin ortasinda yer alan goévde kismidir. Konum
olarak da mide, dalak ve onikiparmak bagirsagi arasinda bulunur. Pankreas, karma ve
kompleks bir bez organdir. Ciinkii sindirim enzimleri {iretip bagirsaga salgilayarak ekzokrin
bir ozellik gosterirken, bazi hormonlar iiretip kan dolasimina vermesi ile de endokrin bir
ozellik gosterir. Pankreasin biiylik bir boliimiinii asiner hiicreler adi verilen ve ekzokrin
salgilar tireten hiicreler olusturur. Bu hiicreler irettikleri lipaz, proteaz veya a-amilaz gibi
enzimleri pankreas kanali araciligi ile ince bagirsaga salgilar. Pankreastaki endokrin salgi
treten 5 farkli hiicre tipi ise Langerhans adaciklarinda bir arada bulunur. Langerhans
adaciklarinin histolojik goriiniimii genellikle ¢evreden merkeze dogru pankreas polipeptiti
salgilayan PP hiicreleri, grelin hormonu salgilayan ¢ hiicreleri, somatostatin (SST) hormonu
salgilayan 6 hiicreleri, glukagon hormonu salgilayan o hiicreleri ve insiilin salgilayan B

hiicreleri seklindedir (Suttie ve digerleri, 2018; Jouvet ve Estall, 2017).

Pankreas temel olarak ii¢ evrede gelisim gosterir. Bunlardan birincisinde, pankreas
tomurcugu (primordiyum) olusur ve genislemeye baslar. Ikinci evrede ise, multipotent
Ozellikli progenitor hiicrelerin farklilagsmasi ile ekzokrin ve endokrin pankreas dokular1 gelisir.
Ucgiincii ve son evrede ise pankreas adaciklarinin olgunlasmasi ve pankreasm islevsellik

kazanmasi gergeklesir (Ustiindag, 2021).
2.2.4. Pankreas Anatomisi

Karma bir bez 6zelligi gosteren pankreas, onikiparmak bagirsagi ile dalak arasinda

uzanir. Pankreasin tam olarak; bursa omentalis denilen periton parcasi ile kalin bagirsagin
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yatay uzanan iist kolunun ve midenin arka tarafinda, duodenumun kivrilmasi ile olusan
kavisin i¢ kismindan, soldaki dalaga dogru L2 omuru hizas1 boyunca yatay sekilde uzanir
(Bonner-Weir, 1991; Skandalakis ve digerleri, 2000; Caglar, 2011). Pankreas otonom sinir
sisteminin sempatik ve parasempatik sinirleri ile uyarilir. Pankreas ekzokrin ve endokrin
pankreas olmak {iizere iki ana dokudan olusur. Ekzokrin pankreas pankreasin biiylik bir
boliimiinii olusturur. Endokrin pankreas ise ekzokrine gore pankreasin oldukga kiigiik bir
boliimiinii olusturur. Pankreasin %10-15’lik kisminmi1 ise damarlar ve ekstraseliiler matriks
olusturur.  Pankreas1 goriiniim olarak {iziim salkimina benzetmek miimkiindiir. Uzim
salkiminin tanelerini bir arada tutan yap1 pankreasta duktus pankreatikusa karsilik gelirken,
tiziim taneleri ¢esitli sindirim enzimleri iiretip salgillayan asini hiicre kiimelerine karsilik
gelmektedir. Asini denen hiicre kiimeleri ekzokrin pankreasi olusturur. Ekzokrin pankreas
dokusu icerisinde yer yer dagilmis adaciklar seklinde endokrin pankreas hiicreleri bulunur.
Endokrin 6zellikli bu adaciklara Langerhans adaciklar1 denir. Langerhans adaciklari kendine

has damar ve sinir agina sahiptir (Bonner-Weir, 1991).

Pankreas yap1 ve goriiniis olarak yumusak, hafif kirmizimsi ve sarimtirak goériiniime
sahip, yaklasik 13 cm uzunlugunda, 3 cm eninde ve 1,5 cm kalinliginda 100 gr veya daha
hafif agirlikta bir organdir. Pankreas anatomik olarak; kaput, kollum, korpus ve kauda olmak
tizere dort ana boliimden olusur. Bu dort boliime ek olarak pankreasin prosessus unsinatus
adinda aksesuar lobu da bulunmaktadir (Gékmen, 2003; Arinct ve Elhan, 2006; Gray ve
digerleri, 2008; Caglar ve digerleri, 2014; Moore ve Dalley, 2018) (Sekil -1).

Pars superior

z Ductus
duodeni "
Ductus pancreaticus

pancreaticus
accessorius

Pars
descendens ——l—
duodeni \

Ductus
pancreaticus

Pars horizontalis
duodeni

Sekil 1. Pankreasin genel goriiniimii (Caglar ve digerleri, 2014)
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2.2.4.1. Kaput Pankreatis

Genellikle duodenumun ilk {i¢ boliimiiniin olusturdugu C harfi seklindeki kavisin
icerisinde yer alan L2 omurunun saginda bulunan pankreasin en genis boliimiidiir. Kaput
pankreatisin alt kisminda asag1 dogru uzanan prosessus unsinatus adi verilen bir ¢ikinti vardir

( Gokmen, 2003; Mortelé ve digerleri, 2006).

2.2.4.2. Kollum Pankreatis

Kollum pankreatis, kaput pankreatis ve korpus pankreatis arasinda bulunan, yaklasik 2-
2,5 cm uzunluguyla, pankreasin en kiiciik bolimiidiir. Kollum pankreatis konum olarak arteria
mesenterika superiorun aorta abdominalisden ayrildigi yer ile vena porta hepatisin
baslangicinin Oniinde bulunmaktadir. Kaput pankreatisten ayiran smirini, dnden arterio
gastroduodenalisin olusturdugu oluk belirlerken, arkadan smirin1 da vena porta hepatikayi
olusturmak iizere vena mesenterika superior ve vena splenikanin birlesimini igine alan bir
oluk belirler. Kollum pankreatis arka yiiziiyle arteria mesenterika superior, vena mesenterika
superior ve vena porta hepatis ile komsudur (Snell, 2011; Gokmen, 2003; Gray ve digerleri,

2008; Moore ve Dalley, 2018; Arinci ve Elhan, 2006).

2.2.4.3. Korpus Pankreatis

Ug vyiizii ve ii¢ kenar1 olan, piramit seklinde, L1-L2 omurlar hizasinda yer alan,
pankreasin bir parcasidir. Korpus pankreatis, kollum pankreatiste yer alan tuber omentalenin
solundan itibaren devam eden pankreas boliimiidiir. Korpus pankreatisin {ist tarafinda mide,
alt taraftan ise ileum ve jejenum bulunur. Korpus pankreatisin yiizeyi sekonder retroperitonel
yapidadir. Yani bu ylizeyi karin arka duvar ile birlesmis sekildedir (Snell, 2011; Gray ve
digerleri, 2008; Moore ve Dalley, 2018; Arinci ve Elhan, 2006).

2.2.4.4. Kauda Pankreatis

Pankreasin bu boliimii tamamen peritonla kapli olup korpus pankreatisin sol tarafa
devami seklindedir. Bu bolimiin sekli ve uzunlugu bireyden bireye farklilik gosterir.
Kimisinde yass1 ve ince iken kimisinde yuvarlak ve kalin sekilli olabilir. Uzunlugu da bireyler

arasinda farklilik gostermektedir. Bazi bireylerde dalagin hilusuna kadar uzanirken bazi
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bireylerde dalaga 3-4 cm kala sonlanmaktadir. Bu bireylerde kauda pankreatis ligamentum

pankreatikolienale ile dalaga baglanir (Snell, 2011; Gokmen, 2003; Arinci ve Elhan, 2006).

2.2.5. Pankreasin Kanallar

Pankreas ekzokrin salgilarini duodenumun ikinci bolimii olan pars dessendens
duodeniye iki farkli kanal araciligiyla bosaltir. Bu kanallar duktus pankreatikus ve duktus
pankreatikus aksessoriustur (Caglar ve digerleri, 2014).

2.2.5.1. Duktus Pankreatikus (Wirsung Kanali)

Bu kanal pankreasin son boliimii olan kauda pankreatisden baslayarak, pankreasin arka
yiizine daha yakin seviyede ilerler ve pankreasin baglangi¢ boliimii olan kaput pankreatise
ulagir. Duktus pankreatikusa farkli sayida yan kanallar dik a¢1 olusturacak sekilde baglanir.
Duktus pankreatikus kaput pankreatise geldikten sonra asagiya ve arkaya dogru uzamaya
devam ederek, duktus kholedokhus ile yan yana paralel olarak uzanir ve bazen duktus
kholedokhusla birleserek, bazen de ayr1 olarak ampulla vatere dogru uzanirlar (Mortelé ve

digerleri, 2006; Arinci ve Elhan, 2006; Songur ve digerleri, 2009).

2.2.5.2. Duktus Pankreatikus Aksessorius (Santorini Kanalr)

Pankreasin 5-6 cm uzunlugundaki ikinci kanalidir. Herkeste bulunmayan genel
toplumda olusumu %4-10 arasinda olan bir kanaldir. Santorini kanali, kollum pankreatis
hizasinda duktus pankreatikustan ayrilarak olusmaya baslar ve papilla duodeni majorun fist

tarafindan yer alan papilla duodeni minora agilarak sonlanir (G6kmen, 2003; Arinct ve Elhan,

2006).

2.3. 4-Nonilfenol

Endokrin bozucular, insanlarda hormonal dengeyi bozan, kalict veya gecici etkilere
sahip bilesiklerdir (Lagos-Cabré ve Moreno, 2012). Insanlarin kullanim alanlarindaki en

onemli endokrin bozucu bilesikler ise bisfenol-A (BFA) ve nonilfenoldiir. Bu bilesikler

ozellikle polimer endiistrisinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Urriola - Mufioz ve

digerleri, 2018).
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NF, alkilfenol etoksilatlarin bir bozunma iirliniidiir. NF tekstil {irtinlerinde, dis
hekimliginde, gida ambalajlamada, ilag, boya ve kimya endiistrisinde olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Urriola-Mufioz ve ekibinin yaptigi bir ¢alismada NF’nin erkek iireme
sistemine zarar verdigi tespit edilmistir (Urriola-Mufioz ve digerleri, 2018). NFE’ler, ev i¢i
temizlik amaglt kullanilan bir¢cok deterjanin yapiminda kullanildig1 gibi ayrica endiistriyel
olarak da giyim, boya, kagit vb. malzeme iiretiminde de en ¢ok kullanilan endokrin bozucu
kimyevi maddelerdir (Shan ve digerli, 2011). NFE’lerin bazilarinda pestisitlerin
gelistirilmesinde de yararlanilmaktadir (Chokwe ve digerleri, 2017).

NFE’ler ortama birakildiklarinda c¢ogunlukla NF’ye donilismekle birlikte bazi
durumlarda farkli nonilfenol tiplerine veya farkli ara maddelere doniisebilmektedir (Ahel ve
digerleri, 1994). Yapilan calismalarda NF’nin birgok ortamda siklikla goriildiigii, dogada ve
endiistriyel tirlinlerde en ¢ok tespit edilen kimyasallardan biri oldugu belirtilmistir. Gao ve
arkadaglariin yaptig1 ¢alismalarda, NF ve NFE’lerin uzun siire ve sik kullanim1 neticesinde
diger kimyasal kirleticilere gore sedimentlerde ve atik sularda daha ¢ok biriktigi goriilmiistiir
Gao ve digerleri, 2017). Alkilfenoller dokularda biriktigi icin siirekli alkilfenollere maruz
kalinmas1 toksik etki gosterir (Huang ve digerleri, 2009).

2.3.1. 4-Nonilfenoliin Yapis1

Nonilfenol, alkilfenollerin alt kiimesinde yer alan organik bilesiklerden biridir. NF yap1
itibariyle hidrofobik 6zellikte oldugundan organik ¢oziiciilerde suda ¢oziindiigiinden daha ¢ok
coziinmektedir. AFE’ler, ylizey aktif bilesenleri olup, ¢esitli pestisitlerin, boya maddelerinin
ve temizleyici kimyasallarin yapisinda siklikla kullanilmaktadir. AFE’ler biyolojik
sistemlerde kolayca parcalanabilmekte ve NF gibi biyolojik sistemlerde parcalanmaya

oldukea direngli, biyolojik birikime yatkin iriinlere dontisebilmektedir (Warhurst, 1995).

NF kimyasal olarak tek bir bilesikten olugsmaz. NF’nin yapisina baktigimizda, merkezde
benzen ya da aromatik bir halka ve bu halkanin bir ucunda hidroksil (OH) diger ucunda ise
dokuz karbondan olusan bir yan zincir bulunur (Cox, 2003). NFE’lerin yiizey aktif maddesi
olarak kullanilmasinda hem hidrofobik hem de hidrofilik kisimlarimin olmasi etkilidir.
Birbirine zit ozellikteki bu iki kistm hem suyun hem de yaglarin ve diger organik
molekiillerin NFE’lere baglanmasin1 saglar (John ve digerleri, 2000; Ghiaci ve digerleri,
2007).
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NF yapisal olarak dogrusal yapili ve dallanmig yapili olmak tizere iki farkli forma
sahiptir (Mehtonen ve Munne, 2011). Dogrusal yapili NF beyaz renkli ve oda sicakliginda
kristalize 6zellik gosterirken, dalli yapidaki NF sar1 renkli ve oda sicakliginda akiskan 6zellik
gosterir. NF’nin sudaki ¢oziiniirliigii 4,9 mg/L olup oda sicakliginda 0,952 g/ml yogunlukta
bulunur ve organik ¢oziicillerde oldukga iyi ¢oziiniir. NF’nin ayrintili kimyasal 6zellikleri

Tablo 1’de gosterilmektedir (Soares ve digerleri, 2008).

Tablo 1. 4-NF’nin genel 6zellikleri (Soares ve digerleri, 2008; IFA, 2011).

Genel Ozellikleri

Genel adi Nonilfenol

ITUPAC adlandirmasi 4-Nonilfenol

CAS numaras: 140-40-5, 25154-52-3, 104-40-5, 84852-15-
3,11066-49-2

Kimyasal formiilii CisHys O

Molekiil agirlig: 220.34 g/mol

Gortiniim Beyaz kristal, viskoz siv1 hali agik sar1

Erime sicaklig1 43-45 °C

Kaynama sicakligi 180-181 °C

Yogunluk 0.952 g/ml

Sudaki Cozlintirligii 6 mg/L (pH 7)

NF alkil zincir yapisinda kompleks bir bilesik olup, %90’dan fazlas1 4-nonilfenol
formunda bulunur ($ekil 2) (Sharma ve digerleri, 2009). NFE’lerin ve nonilfenillerin bir ¢ok
tiri iyonik oOzellik gostermeyen yilizey aktif maddeler olduklart icin ¢esitli endiistriyel
tirtinlerin iceriginde yer almaktadir. Ancak bu kadar yaygin kullanima sahip bu maddeler,
zamanla i¢inde bulundugu ¢evreyi biyolojik olarak kirleten NF’ye dontismektedir (Kawamura

ve digerleri, 2017).

HO

Sekil 2. Nonilfenoliin kimyasal yapisi (Sharma ve digerleri, 2009).
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2.3.2. 4-Nonilfenoliin Etkileri

Sekil 3’te yan yana gosterilen 4-NF ve 17B-Ostradiol kimyasal olarak birbirine oldukga
benzer molekiillerdir. Bundan dolay1 4-NF, 17B-Ostradiol hormonunun baglanabildigi hiicre
gruplarina baglanarak islevsel olarak onu taklit edebilir. 4-NF’nin Ostrojenik aktivitesi
Bisfenol-A gibi diger Ostrojenik kimyasallardan ¢ok daha giigliidiir. (Lyons ve digerleri,
2014). Bu nedenle 4-NF, iireme sistemindeki Ostrojene duyarli hiicre reseptorlerine
baglanarak ilireme sistemini, hatta cinsel davranislar1 bile kontrol edebilmektedir (Christiansen

ve digerleri, 1998).

4-Nonilfenoletoksilat

17p-Ostradiol 4-Nonilfenol

Sekil 3. 4-Nonilfenoletoksilat, 17B-Ostradiol, 4-Nonilfenol yapilarinin karsilastirilmasi (Lyons
ve ark, 2014).

NF cevremizde ¢ok rastlanan bir kirleticidir. Yapilan arastirmalar gostermektedir ki
NF’ye cesitli su, toprak ve hava ortamlar1 ile 6zellikle sedimentlerde rastlaniimaktadir.
Buralardaki NF’nin bir kism1 oksijenli veya oksijensiz solunum yapan bazi canlilar tarafindan

bir takim biyolojik stireclerle azaltilabilmektedir (Mao ve digerleri, 2012).

Ulkemizde yapilan bazi calismalar, Sakarya Nehri ve Degirmen Deresinde yasayan
baliklarda ve akarsu tabanindan aliman sedimentte alkilfenollerin (AF) bulundugunu
gostermektedir. Bu duruma AF’lerin, suda c¢oziinmemeleri bunun yerine lipofilik
ozelliklerinden dolay1 yaglarda ¢oziinebilmeleri neden olmaktadir. AF’lerin su canlilarinda ve
sedimentlerde birikmesinin temel nedeni budur. Yapilan ¢alismalar AF’lerin bir ¢esidi olan ve
canlilarin yag dokusunda biriken NF’nin, baliklarin karacigerine zarar verdigi gostermistir

(Uguz ve digerleri, 2003; Iscan ve digerleri, 2005).
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Bununla birlikte; NF belli oranda havada da bulunmaktadir. NF miktar ile ilgili Norveg
Denizi, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri gibi iilkelerde; ev, ofis ve kres ortamlarinda
yapilan Olgiimlerde icerideki konsantrasyonu 100 ng/m3 olarak tespit edilirken, disarida
yapilan Ol¢iimlerdeki konsantrasyonlar1 yaklasik bu degerden 10 kat daha kiigiik olarak
bulunmustur (Rudell ve Perovich, 2009; Ergiin, 2013).

Almanya’da yapilan bir calismada bebek ve yliriime ¢agindaki ¢ocuklarin tiikettigi
besinlerde bulunan NF ve oktifenol oranlari arastirllmistir. Elde edilen sonuglara gore,
bebeklerde giinlik NF alimimin 0,23-0,65 png NF/kg’a kadar ulastigi tespit edilmistir. Bu
sonuca gore tespit edilen miktar Ozellikle yeni dogan bebekler i¢in yiiksek risk teskil
etmektedir. Bu ¢alisma ile NF’nin gida maddelerinde de bulundugu da ortaya konulmustur

(Raecker ve digerleri, 2011).

Polietilen (PE), polietilenterefhalat (PET), polivinilklorid (PVC), polipropilen (PP) ve
polistiren (PS) gibi bozunmayan petrol esasli mikroplastikler giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Venghaus, 2017). Petrol esasli bu plastiklerde yaygin kullanilan katki
maddelerinden biri de NF’dir. NF, paketli gidalarin ambalajlarinda ve PVC'de termal ve
mekanik dayaniklilik saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Mikroplastikler NF gibi hidrofobik
ozellikli endokrin bozucular1 yapisinda bulundurmasi ve yilizeyinde tutmasindan dolay1 sucul
ekosistemlerdeki kirliligin baglica sebebini olusturmaktadir (Yurtsever, 2015; GESAMP,
2016; Bouwmeester ve digerleri, 2015). Ayrica NF gibi zararli madde igeren bu
mikroplastikler kirleticilerin sucul organizmalar tarafindan tiiketilmesi ile besin zincirine dahil
olmakta ve canlilar arasinda aktarilarak en list basamaga kadar biyolojik birikime neden

olmaktadir (Kideys ve digerleri, 2018)

NF’nin hidrofobik ve uzun yarilanma Omriine sahip olmasi, insanlarda ve diger
organizmalarda bir dizi toksik etkiye neden olmaktadir. NF’nin erkek ilireme sistemini
etkilemesinin yani sira pankreas ve daha birgok organ tizerinde zararlar1 oldugu kanitlanmistir
(Li ve digerleri, 2017). NF’nin sicanlarda isitme fonksiyonu olumsuz etkiledigi tespit
edilmistir (Yiicedag ve digerleri, 2014). Yapilan bir calismada NF’nin farkli ¢evresel
dozlarmin (0,001, 0,1, 1, 10 ve 100 pg/ml), sigirlarin sperm DNA’s1 ve oosit olgunlagmast
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Yapilan arasgtirma sonucunda NF’nin 100 pg/ml
konsantrasyonda kullanilmasi, spermlerde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarlarina ve

baglantili olarak da apoptozise neden olabilecegi bildirilmistir (Ergiin ve digerleri, 2014).
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Tarimda kullanilan bazi kimyasallar ve pestisitler biyolojik aktarim ile insan viicuduna
gectiginde burada Ostrojen hormonuna benzer etkiler olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
bu tiir kimyasallara, insanlardaki meme yag dokusunda ve siitte rastlanilmistir. Bunun nedeni
cesitli yollarla insan viicuduna gecen bu tiir kimyasallarin lipofilik 6zellik gostermeleri ile
insan meme yag dokusunda birikmeleri ve digar1 atilamamalaridir. Bunun yaninda meme
tizerine veya koltukalt1 gibi meme dokusuna yakin ¢evrelere kullanilan dstrojenik etkiye sahip
kimyasallar1 igeren kozmetik iirlinler deri iizerinden emilim yoluyla meme dokusuna

gecebilmektedir (Darbre, 2006).

Yapilan baz1 ¢aligmalarda NF’ nin mutajenik etkileri de aragtirilmistir. Ren ve ekibinin
yaptig1 calismada NF’nin insanlardaki go6glis kanserini uyarici etkileri arastirilmis ve
arastirma sonucunda NF’nin 10 pM dozunun o&stradioliin 0,1 uM dozuna gore bazi gen

ekspresyonlarini uyarabildigi tespit edilmistir (Ren ve digerleri, 1997).

NF’nin karsinojenik etkisi ile ilgili yapilan bagka bir c¢aligmada, erkek ratlara
beslenmeleri sirasinda 28 hafta siiresince 25 — 250 ppm dozlarda NF verilmistir. Sonugta NF
verilen ratlarin akciger dokusunda kontrol grubundakilere oranla daha ¢ok kanser hiicresine
rastlanilmistir (Seike ve digerleri, 2003). Yine Jubendradass ve ekibinin ratlarla yaptig
calismada; NF’nin mitokondriyal fonksiyonlar1 bozdugu, karaciger dokusuna zarar verdigi ve

karaciger hiicrelerini apoptoza siiriikledigi gosterilmistir (Jubendradass ve digerleri, 2012a).

NF c¢ok yavas bir hizda da olsa plasenta aracilifiyla anneden fetiisiin i¢inde bulundugu
amniyon s1visina gecebilmektedir. Amniyon sivisina gecen NF’ nin zamanla konsantrasyonu
artmakta ve dis ¢evrede ki miktarlarina kadar ulasabilmektedir (Balakrishnan ve digerleri,
2011). Bununla ilgili yapilan bir bagka ¢alisma; plasenta araciliiyla anne ve fetilis arasinda
NF gegisinin olup olmadig1 ve bu gecisin miktarin1 lgmeyi amaglamustir. Tlgili calismada 174
anneden ve fetilise ait gobek kordonundan kan Ornekleri alinarak incelenmistir. Alman kan
ornekleri analiz edildiginde 6zellikle sehir/biliyliksehir bolgelerinden alinan orneklerde NF
oraninin 211 ng/plazma’ya ¢iktig1 tespit edilmistir. Calismanin en ilging sonuglarindan birisi
ise gobek kordonu toplardamarindaki NF oraninin gébek kordonu atardamarina gore daha
fazla olmasidir. Bu durum anneden fetiise NF gectigini ve bir miktar NF’nin fetiiste biriktigini

gostermektedir (Chen ve digerleri, 2008).

Ksenoostrojenik olarak adlandirilan 4-NF gibi kimyasallar, sadece mikroplastiklerin
yapisinda degil, endiistride ve evlerde kullanilan, deterjan ve sabun gibi temizlik maddelerinin

iceriginde de Onemli bir bilesen olarak yer almaktadir. 4-NF vb. kimyasallar ile bunlarin
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parcalanmasi sonucu ag¢iga ¢ikan molekiiller toksik, karsinojenik, mutajenik veya Ostrojenik
etkiler gosterebilmektedir. Agiga ¢ikan bu tiir molekiiller insanlarin iireme sisteminde etkili
olan progesteron ve Ostrojen gibi hormonlan taklit ederek duyarli hiicrelerin reseptorlerine
baglanmakta, dogal olarak iiretilen eseysel hormonlarin ise ilgili dokulardaki bu reseptorlere
baglanmasini engellemektedir. Boylece bireyin eseysel gelisimi {izerinde anti-hormonal bir
etki gostermektedir (Zemheri ve Uguz, 2008). Ustelik NF gibi eseysel hormonlar1 taklit eden
bu molekiiller insan viicuduna girdikten sonra kolay kolay pargalanip viicuttan disar1 atilamaz.
NF lipofilik 6zellik gostermesinden dolayr da viicuda girdikten sonra yag dokularinda

birikmeye baglar (Birnbaum ve Fenton, 2003).

Gilintimiizde NFE’lerin gidadan, temizlik iirlinlerine kadar bir¢ok alanda kullanimi
yayginlagmistir. Bu durum da NFE’lerin bozunum iirlinii olan 4-NF’nin ¢evreye yayilmasini
ve birikimini kolaylastirmistir (Karci ve digerleri, 2014). NF’nin yaygin kullanimi ile su,
toprak ve sediment gibi bir¢ok ortamda tespit edilebilir yogunluklara ulastig1 goriilmektedir.
Cevrede yogun olarak goriilen NF’nin yarilanma omrii ve konsantrasyonu bulundugu ortama

gore degisiklik gosterebilmektedir (Zhang ve digerleri, 1997).

4-NF farkli pH degerlerindeki asidik veya bazik cozeltilerde bile kararli bir yapi
gostermektedir. Ayni sekilde UV 1smlarmma maruz kaldigi durumlarda bu kararli yapisini
korumaktadir (Talsness ve digerleri, 2009). NF’ler, insan sagligi agisindan oldukga tehlikeli
bilesiklerdir. NF’ler biyolojik birikim 06zelliginden dolayi, insanlarda ve diger canlilarda
karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkiler gosterebilmektedir (Krupinski ve digerleri
2014). NF’ler insanlarda diyabet, obezite ve kalp damar rahatsizliklar1 gibi bircok saglik
sorunlarina neden olabilmektedir (Kazemi ve digerleri, 2016; Li ve digerleri, 2017; Yu ve

digerleri, 2018).

2.4. Gallik Asit

2.4.1. Gallik Asitin Yapisi

Gallik asit (GA); dogal fenolojik bir bilesiktir. En ¢ok GA igeren bitkiler; ¢ay, karanfil,
mese, findik, safran, bogiirtlen, tiztim, ¢ilek ve muzdur. Gallik asit oldukga etkili antioksidan,
antikanserojen, antibakteriyel, anti mutajenik, antienflamatuvar ve antiviral etkilere sahip bir
bilesiktir. Ayrica GA’nin néropsikolojik ve metabolik hastaliklara kars1 koruyucu, kalp damar

sistemi ve sindirim sistemi sagligi agisindan da oldukg¢a yararli bir madde oldugu, yapilan
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caligmalar ile tespit edilmistir (Kahkeshani ve digerleri, 2019; Muhammad ve digerleri, 2017,
Dorovi¢ ve digerleri, 2014).

GA, birgok sebze ve meyvede bulunan gallotaninler olarak isimlendirilen bitkisel
polifenoller grubundan dogal bir bilesiktir. Insan saglig1 acisindan birgok yararl etkilere
sahiptir (Akbari, 2020). GA’nin da iginde yer aldig1 polifenoller, bitkiler tarafindan dogal
metabolik siire¢lerde olduk¢a fazla iiretilen ikincil metabolik iriinlerdir (Haittenschwiler ve
Vitousek, 2000). GA onde gelen fenolik asitlerden biri olarak kabul edilmektedir. GA
kimyasal olarak 3,4,5 trihidroksibenzoik asit seklinde ifade edilmektedir (Sekil 4). GA,
merkezde bir birim seker, bu sekere bagl {i¢ hidroksil grubu ve degisken sayida fenol asit
molekiilii tarafindan olusturulur. GA, 6nemli bir benzoik asit olup galatotanin ile hidrolize
edilebilir 6zelligi sayesinde ¢esitli tanenlerin olusumunu saglamaktadir (Fernandes ve

Salgado, 2016). GA’nin genel 6zellikleri Tablo 2°de verilmistir (Pal ve digerleri, 2018).

Tablo 2. Gallik asitin genel 6zellikleri (Pal ve digerleri, 2018)

Gallik Asitin Genel Ozellikleri
Gortinimii Acik kahverengi, beyaz veya sarimtirak
Kivam Kati-kristalize
Molekiil Agirlig 170,12 g/mol
Formiuli C7HeO5
Erime Noktas1 260 °C ( 500°F ; 533 K)
Yogunlugu 1,694 g/cm’
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Sekil 4. Gallik asitin kimyasal yapis1 (Cemek ve digerleri, 2022)

2.4.2. Gallik Asitin Etkileri

Gergeklestirilen c¢alismalarda GA’nin insan sagligi acisindan yukarida sayilan
yararlariin yani sira akciger timoriiniin biiyiimesini dnledigi de tespit edilmistir (Sohrabi ve
digerleri, 2020). GA’nin bu 6zellikleri sayesinde; karaciger yaglanmasi ve hiperlipidemide
(Jang ve digerleri, 2008), pankreas hasar1 ve buna bagl diyabet gelisiminde (Lee ve digerleri,
2013), kardiyak fibrozisde (Umadevi ve digerleri, 2014) ve karaciger sirozu (Hussein ve
digerleri, 2020) tedavisinde olumlu sonuglar elde edildigi kaydedilmistir (Cakir ve digerleri,
2023).

Yapilan bir baska caligmada da ise zerdecaldan elde edilen ve GA gibi bitkisel bir
polifenolik bilesik olan kurkuminin, GA ile birlikte alindiginda karaciger toksisitesine karsi
koruyucu etki gosterdigi, karaciger dokusunda nekrozlari ve kanamalar1 azalttifi tespit
edilmistir (Sheweita ve digerleri, 2018). Ayrica kurkumin ve gallik asidin ayr1 ayr1 ve birlikte
tedavi amach kullaniminda, yumurtalik nakli sonucunda akcigerlerde gelisebilecek; kanama,
lenfosit birikimi, doku 6liimii gibi olumsuz durumlar: azaltabilecegi tespit edilmistir (Sapmaz
ve digerleri, 2023). Yapilan diger calismalar ile de gallik asit ve kurkuminin birlikte
kullaniminin over transplantasyonu sonrasinda akcigerde olusan inflamasyonu ve mast hiicre
sayisint anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir. Boylece hem GA hem de kurkuminin
akcigerlerde gelisebilecek herhangi bir doku hasarina karsi koruyucu etki gosterebilecegi

kanitlanmistir (Naksuriya ve Okonogi, 2015).
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Padma ve ekibi, bocek oOldiiriiciilerden biri olan ve hayvanlarda karaciger ve bobrek
hasarlarina yol acan lindanin, bu zararh etkilerine kars1 gallik asitin koruyucu etkisinin olup
olmadigimi belirlemek amaciyla ratlar {izerinde birtakim c¢alismalar yapmislardir. Padma ve
ekibi, karaciger hasarmi degerlendirmek i¢cin hem SGOT, ALP ve SGPT gibi karaciger
enzimlerini incelemisler hem de karacigerdeki hasarmi histolojik gozlemler yaparak
degerlendirmislerdir. Bobrek hasarini belirlemek icin ise hem {ire ve kreatin gibi molekiillerin
serum diizeylerini incelemisler hem de karacigerde oldugu gibi bobrek dokusundaki hasari
histolojik olarak gozlemlemislerdir. Lindan uygulamasi yapilan ratlarda oksidatif stresin
yiikseldigini ve karaciger ile bobrek dokularinda histolojik degisiklikler oldugunu
saptamiglardir. Yapilan ¢alismada lindan ile birlikte gallik asit verilen ratlarda, lindanin neden
oldugu bobrek ve karaciger hasarlarinda azalma oldugu ayrica ratlarin antioksidan
seviyelerinde de 6nemli dlgiide artigin oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmanin sonucunda,
Padma ve ekibi lindan gibi bir insektisitin ratlarin bobrek ve karacigerinde olusturdugu
oksidatif hasara kars1 gallik asitin koruyucu bir etkisi oldugunu tespit etmislerdir (Padma ve

digerleri, 2011).

Kiligle ve Dogan yaptiklart bir calismada, farelere 24 — 48 saatlik siirelerde GA
uygulamasi yapmuslardir. Calismanin sonucunda GA verilen gruplardaki fareler ile kontrol
grubundaki farelerin benzer kromozom yapisinda oldugunu, GA’nin herhangi bir kromozom
anomalisine neden olmadigini tespit etmislerdir. Yani GA’nin kromozomlar iizerinde
herhangi bir mutasyona neden olmadigini belirlemislerdir. Bunun yaninda karbonhidratlarin
yiiksek 1s1 ile muamelesi sonucu olusan kromozom anomalilerine ve DNA kirilmalarina
neden olan akrilamid bilesigi ile birlikte farelere GA verilmesi durumunda, GA’nin 24 ve 48
saatlik uygulamalarda bile bu hasarlarin olusma yiizdeligini diistirdiigiinii bildirmislerdir
(Kiligle ve Dogan, 2020).

Kiligle ve Doga’nin yaptig1 ¢alismada, degisik miktarlarda akrilamid verilen farelerde
kromozomal anomaliler ve DNA kirilmalarinin artmasimin yani sira mitoz hiicre boliinme
diizeylerinde yavaslamalar oldugunu da tespit etmislerdir. Caligmada akrilamidin neden
oldugu genotoksisiteye karst farkli dozlarda uygulanan pelargonidin fazla etkili olmadigi
ancak gallik asitin kullanilan dozlarmin genotoksisiteye kars1 etkili oldugu tespit edilmistir

(Kiligle ve Dogan, 2020).

Yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢calismalar ile GA ve tiirevlerinin potansiyel bir kanser
onleyici oldugu kamitlanmistir (Bhattacharya ve digerleri, 2016). Insanlar iizerinde yapilan

calismalarda da GA’nin farkli kanser tiirlerine karsi antikanser aktivite gosterdigi
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bildirilmistir (De ve digerleri, 2020; Sourani ve digerleri, 2016). GA’nin kanserli hiicrelerin
cogalmasimi engelleyerek ve bu hiicrelerin apoptozunu indiikleyerek antikanser etkisi

gosterdigi kanitlanmistir (He ve digerleri, 2016).

GA’nin sitotoksik etkisi ¢esitli hiicre hatlarinda arastirilmis ve diger hiicre hatlarina
oranla yiiksek bir secicilikle kanserli hiicre hatlarina daha ¢ok zarar verdigi, kanserli hiicreleri
hiicre dliimiine siirlikledigi tespit edilmistir. Sar1 ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 48 saat
siireyle GA tedavisi uygulanan HeLa hiicrelerinin biiylimesini doza bagl bir sekilde azalttig
tespit edilmistir. Bu durum GA’nin pro-oksidan 6zelligi sayesinde apoptoz indiikleyici olarak
gorev yapmasi ve olusturdugu sitotoksik etki ile farkli tiir kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi
Onleyici bir etki olusturmasiyla aciklanmistir (Sar1 ve digerleri, 2023; Dorniani ve digerleri,

2016).

2.5. Likopen

2.5.1. Likopenin Yapisi

Weckencoder tarafindan 1831 yilinda ilk defa havugtan karotenoidler izole edilmistir.
Bundan sonra 1837 yilinda sari renkli sonbahar yapraklarinda ksantofil kesfedilmistir
(Baynal, 2012). Likopenin kesfi ise ilk olarak 1910 yilinda ger¢eklesmis ve molekiil yapisi ise
ancak 1931 yilinda belirlenebilmistir (Hekimoglu, 2010; Coskun, 2013). Likopen en ¢ok
domateste bulunmaktadir. Bunun yaninda kirmizi tonlarda goriiniime sahip diger sebze ve
meyvelerde de bolca likopen bulunmaktadir. Bir tiir karotenoid olan likopen bagirsaklardan
kolayca ve hizlica emilerek dolagima katilabilir. Bu nedenle de plazmada en fazla bulunan
karotenoiddir. Likopen gibi karotenoidler insanlar tarafindan sentezlenemez ve bu yiizden
likopen beslenme yoluyla sebze ve meyvelerden almir. Insanlar likopenin %85’ini domates ve
domates {irlinlerinden alirlar (Clinton, 1998; Agarwal ve digerleri, 2001; Narisawa ve

digerleri, 1998; Voutilainen ve digerleri, 2006).

Diiz zincir seklinde bir goriiniime sahip olan likopenin yapisini olusturan hidrokarbonlar
arasinda 11 adet ¢iftli bag ve 2 adet tekli bag bulunur (Sekil 5). Diger karotenoidlerden farkl
olarak likopenin yapisini olusturan o karoten zincirinin sonunda kapali B halkas1 bulunmaz.
Bu yapidaki likopen 1s1, 151k, asit gibi farkli fiziksel ve kimyasal etkenlere maruz birakilirsa,
yapisindaki trans baglar mono-cis veya poli-cis formuna doniisebilir. (Zechmeister ve Polgar,
1944; Nguyen, 1999; Isaacson ve digerleri, 2002).
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Sekil 5. Likopenin kimyasal yapisi (Sabbag ve Siiriiciioglu)

Likopen dogal lipofilik karaktere sahiptir. Bu nedenle dolasim sisteminde disiik
yogunluklu (LDL) ve cok diisiik yogunluklu (VLDL) lipoproteinlerle tasinirken yiiksek
yogunluklu (HDL) lipoproteinlerle tasinamaz (Clinton, 1998; Stahl ve Sies, 1992; Clinton ve
digerleri, 1996).

Likopen yapisinda ¢ok sayida ¢ift bag bulundurur. Bu yiizden de diger karotenoidlere
gore daha ¢ok singlet oksijen yakalama kapasitesine sahiptir. Ayrica likopenin nitrojen dioksit
(NO>) ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi zehirli bilesikleri inaktif hale getirme gibi bir 6zelligi
de vardir. Likopen giiclii antioksidan 6zellikli bir karotenoid oldugundan dolay: siilfonil ve
tiyil gibi reaktif oksijen tiirlerini notralize etme yetenegine sahiptir. Likopen, lenfositleri NO,
gibi reaktif azot tiirlerinin zararli etkilerinden koruyarak hiicre zarlarinin zarar gérmesini ve
lenfositlerin apoptoza ugramasint engeller. Yani likopen bagisiklik sisteminin korunmasina
yardimer olur. Ayrica likopen, hiicreler arasi iletisimi giiclendirerek anti-oksidan o6zellik

gosterir ve hiicreleri kansere karst da korur (Cadenas, 1996).

Insanlar likopen ihtiyaglarmin biiyiikk bir boliimiinii giinliik diyetleri sirasinda
domatesten veya salca, ketcap ve domates sosu gibi domates {iriinlerinden karsilarlar (B6hm
ve digerleri, 2001). Domatesteki likopen orani domatesin olgunluguna ve c¢esidine gore
farklilik gostermektedir (Shi, 2000; Scalfi ve digerleri, 2000; McClain ve Bausch, 2003).
Likopenin kimyasal yapisi 1siya bagl olarak degistigi icin domates; sos, sal¢a, ketcap veya
domates suyu seklinde islendigi zaman viicut tarafindan daha ¢ok emilebilmektedir. Genel
olarak gidalarin islenmesi sirasinda besin kalitesinin diistiigii diistiniilse de bu durum domates
icin gegerli degildir. Ciinkii yapilan 1s1l islemlerin etkisiyle domatesin hiicre yapisi enzimatik
olarak parcalanmakta ve bdylece likopenin besin kalitesi ile biyoaktivitesi artmaktadir.

Likopenin biyoaktivitesi besin yoluyla alman yag, vitaminler, mineraller ve diger
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karotenoidlerden etkilenmektedir (Canene-Adams ve digerleri, 2005; Hadley ve digerleri,
2002; Gartner ve digerleri, 1997; Tawfik, 2002). Sonu¢ olarak islenmemis ¢ig domates
trlinleri islenmis domates {irtinlerine gore daha az likopen biyoaktivitesi gostermektedir.
Ciinkii islenmemis ¢ig domateste likopenin trans izomeri daha fazla iken, pisirilerek islenmis
domates tirtinlerinde cis izomeri daha fazla bulunmaktadir (Schieber ve Carle, 2005; Unlu ve

digerleri, 2005; Kasapgopur ve Birdane, 2014)

Insanlarda besin yoluyla alinan likopenin ancak %10-30’unun emilebildigi tespit
edilmistir. Ayrica emilimde likopenin cis formunda olmasinin da O©nemli oldugu
kesfedilmistir. Hayvanlarda ve insanlarda trans formda alinan likopen kan serumu ve
dokularda cis formuna doniismektedir. Likopen yagda ¢oziinebilen bir madde oldugu icin yag
orani yiiksek olan karaciger, meme bezleri, bobrekiistli bezleri ile yumurtaliklar gibi doku ve
organlarda daha cok birikir (Omoni ve Aluko, 2005; Khachik ve digerleri, 2002; Gértner ve
digerleri, 1997).

2.5.2. Likopenin Etkileri

Yapilan calismalarda, 6gilinlerinde bol miktarda domates tirlinlerini tiikketen kisilerde,
domatesin icerigindeki likopenden dolay1 prostat kanserine yakalanma olasiliklariin diistiigii
tespit edilmistir. Yine yapilan caligmalar ile mide, mesane, gogiis, kolon ve rektum
kanserlerinin onlenmesinde likopenin olumlu etkisi oldugu ortaya konulmustur. Beyaz yag
dokusundan alinan biyopsi ornekleriyle, kalp krizi gegirmis kisilerde likopen seviyesinin
diisiik oldugu tespit edilmistir. Insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV) ile enfekte olmus,
kadin ve ¢ocuklarin kan serumunda saglikli bireylere oranla daha az likopen bulundugu tespit

edilmistir (Rao ve Agarwal, 1999).

Likopen, antioksidan etkisi sayesinde oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan singlet
oksijen radikalleri, hidroksil radikali ve NO, radikalleri gibi zararli molekiillerin yok
edilmesinde oldukg¢a etkilidir. Bu sebeple likopen, kanser gelisimini baskilayabilir, kalp
damar hastaliklar1 riskini azaltabilir, kemik sagligini1 destekleyebilir, cildi UV 1smlarina karsi
koruyabilir ve yaslanma belirtilerini geciktirebilir. Ayrica likopen hiicre metabolizmasini

diizenlemekte ve hiicreler arasi iligkileri de giiclendirmektedir (Sabbag ve Siiriiciioglu, 2011).

Yapilan caligmalar likopenin yalnizca antioksidan etkisinin degil bunun yani sira
antikanser, antiinflamatuvar, kardiyoprotektif, néroprotektif, antidiyabetik ve hepatoprotekiif,

Ozelliklere sahip oldugunu da gostermistir (Imran ve digerleri, 2020; Khan ve digerleri, 2021).
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Likopenin hiicresel etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda yiliksek konsantrasyonlarda
alman likopenin pro-oksidan, diisiik konsantrasyonlarda alinan likopenin ise antioksidan
Ozellik gosterdigi tespit edilmistir (Bowen ve digerleri, 2002; Sahin ve digerleri, 2019). Bu
nedenle likopenin ¢ogu zarar azi karar denilebilir. Ancak likopenin pro-oksidan aktivitesi
dokulardaki likopen ve oksijen konsantrasyonuna, diger antioksidanlarla olan etkilesimine ve

daha birgok hiicresel unsura baglidir (Caseiro ve digerleri, 2020; Palozza, 1998).

Normal hiicrelerde likopenin pro-oksidan etkisiyle reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi
artmakta ve bu durumda hiicre hasarma neden olabilmektedir. Bunun sonucunda da
diizenleyici hiicresel islevler bozulabilir ve hiicresel biitlinliikk zarar gorebilir (Caseiro ve
digerleri, 2020). Bunun yaninda birtakim kimyasallardan etkilenerek hiicresel biitiinligii
bozulmus hiicrelerde likopenin pro-oksidan etkisi yararli olabilir. Bu etki sayesinde kotii
huylu tiimoérlerin biiyiiyiip gelismesi dnlenebilir (Caseiro ve digerleri, 2020). Likopenin diger
antioksidan bilesiklerle birlikte alinmasi karotenoidlerin pro-oksidan aktivitesini kisitlayarak,

antioksidan etkisini arttirabilir (Caseiro ve digerleri, 2020; Palozza, 1998)

Diyabetli ratlarla yapilan bir calismada, likopenin diyabetli ratlarin malondialdehid
(MDA) diizeylerini azalttigi bunun yaninda gostermis oldugu antioksidan enzim aktiviteleri
sayesinde indirgenmis glutatyon (GSH) ve total antioksidan kapasite (TAK) diizeylerini
artirdig1 tespit edilmistir. Boylece likopenin diyabet ve buna bagl gelisebilecek hastaliklarin
tedavisinde giivenli ve etkili bir yardime1r madde olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir

(Tiirkmen ve Ozdemir, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calismada, Sprague dawley tiirii, 36 adet, 8 haftalik ve ortalama 230 gram agirliginda
erkek ratlar kullanildi. Ratlar ¢aligmamiz siiresince dogal biyolojik ritimlerini korumak
amaciyla 12 saat aydinlik ve 12 saat de karanlik ortamda tutuldu. Bu sirada ratlar
konvensiyonel kosullarda yeterince su ve yem verilerek beslendi. Ayrica ratlarin strese
girmemesi i¢in ortam sicakligi 24+1°C ve nem oram ise yaklasik %50-55 civarinda tutuldu.
Calismamiz, 24.08.2023 tarih ve 64583101-2023-132 sayil1 Etik Kurul Onayina uygun olarak
yiriitildi.

Calismamiza baslarken her biri rastgele secgilen 6 adet rattan olusan, 6 farkli deney
grubu olusturduk. Bu gruplar asagida belirtildigi gibi isimlendirildi ve ¢alisgmamiz sirasinda

belirtildigi sekilde de giinliik diyete alind1.

1. Kontrol Grubu (Grup No: 1): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince giinliik 2

ml/kg dozda, agizdan besleme kaniilii ile misir yag1 verilerek beslendi.

2. 4-Nonilfenol Grubu (Grup No: 2): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince giinliik 2
ml/kg dozdaki misir yagina, giinliik 125 mg/kg dozda 4-NF (Acros Organics, New Jersey,

USA) karistirilarak, agizdan besleme kaniilii ile beslendi.

3. Gallik Asit Grubu (Grup No: 3): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince giinliik 2
ml/kg dozdaki %0,9’luk serum fizyolojik ile giinlik 50 mg/kg dozda gallik asit (Isolab,

Wertheim, Germany) karistirilarak, agizdan besleme kaniilii ile beslendi.

4. Likopen Grubu (Grup No: 4): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince giinliik 2
ml/kg dozdaki misir yagina, giinliik 10 mg/kg dozda likopen (DSM Redivivo 10% FS, Basel,

Switzerland) karistirilarak, agizdan besleme kaniilii ile beslendi.

5. Gallik Asit+4-NF Grubu (Grup No: 5): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince
giinliik 2 ml/kg dozdaki %0,9’luk serum fizyolojik ile gilinliik 50 mg/kg dozda gallik asit
karistirilarak verildikten bir saat sonra giinlik 2 ml/kg dozdaki misir yagina, giinliik 125

mg/kg dozda 4-NF karistirilarak uygulandi.

6. Likopen+4-NF Grubu (Grup No: 6): Bu gruptaki ratlar 28 giin siiresince
giinlik 2 ml/kg dozdaki misir yagina, gilinlik 10 mg/kg dozda likopen karigtirilarak
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verildikten bir saat sonra giinliik 2 ml/kg dozdaki misir yagina, giinliik 125 mg/kg dozda 4-NF

karigtirilarak verildi.

Uygulama siiresi sonunda, deney hayvanlarina intraperitoneal yolla 10 mg/kg dozda
ksilazin ve 75 mg/kg dozda ketamin anestezi uygulandi. Bu islemden sonra etik kurallar
cergevesinde servikal dislokasyon ile Gtenazi gergeklestirildi. Sonrasinda ratlarin pankreaslari
cikarildi ve doku yapisinin bozulmamasi i¢in 24 saat siireyle %10’luk formalinde fikse edildi.
Ertesi glin pankreaslar, ¢alismanin ilerleyen safhalarinda incelenmek {izere rutin histolojik

islemlerden gegirildikten sonra parafin bloklara gémiildii.
3.2. Yontem
3.2.1. Histolojik Yontem

Deney gruplarina ait parafine gomiilii pankreaslardan, mikrotom yardimiyla 100 pm
araliklarla 5-6 pm kalinliginda her bir lam {izerine 3 tane olmak iizere seri kesitler alinarak
incelenmek tizere preparatlar olusturuldu. Her bir deney grubuna ait preparatlarda toplam
108’er kesit olusturuldu ve histolojik olarak boyanmaya hazir hale getirildi. Hazirlanan
kesitler, doku yapisi ve olasi hasarlarinin ¢ok yonlii incelenip degerlendirilebilmesi amaciyla
Triple boyama metodu, periyodik asit-Schiff (PAS) boyama metodu ve Hematoksilen-Eozin

(HE) boyama metodu uygulandi (Lima, 1968).
3.2.1.1. Uclii Boyama Metodunun Uygulanmas: (Triple Stain)

Oncelikle kesitlerdeki parafinin uzaklastirilmas1 amaciyla parafinle kapl kesitler 5’er
dakika stireyle 2 kez ksilolde bekletildi. Ardindan kesitler 3’er dakikalik siirelerde %100
alkol-1, %100 alkol-2, %96’lik alkol, %80’lik alkol ve son olarak da %70’lik alkol
serilerinden gecirildi. Ardindan kesitler 5’er dakika siireyle 2 kez distile sudan gecirilip 5
dakika boyunca akan g¢esme suyu altinda tutuldu. Parafinden ve diger kimyasallardan
arindirilan kesitler dncelikle pankreas dokusundaki hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi amaciyla
10 dakika boyunca Weigert-demir-hematoksilen ¢ozeltisinde bekletildi ve hemen ardindan
kesitler tekrar 5 dakika boyunca akan c¢esme suyu altinda yikanarak tizerlerindeki
hematoksilen boyadan arindirildi. Bu islemden sonra kesitler, 1 dakika boyunca metil
karbonat soliisyonunda bekletilip hemen ardin 6nce 5 dakika siireyle akan ¢esme suyu altinda

sonra da 3 dakika siireyle distile suda bekletildi. Ardindan kesitler asit-fuksin ¢ozeltisine 5’er
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kez batirilip ¢ikarilarak sitoplazmalarinin boyanmasi saglandi ve asit-fuksinin giderilmesi igin
de suyun rengi tamamen seffaflasincaya kadar 4 sale distile suda g¢alkalandi. Sonrasinda
kesitler bag dokusunun boyanabilmesi, kontrastinin arttirilmasi ve diger dokulardan
ayrilabilmesi i¢in 14 dakika boyunca fosfotungustik asite tabi tutuldu ve hemen ardindan
fosfotungustik atiklarinin uzaklastirilmasi amaciyla 5’er dakika boyunca 2 kez distile sudan
gecirildi. Bag doku boyamasi igin hazir olan kesitler 1 dakika siiresince anilin-blue
cozeltisinde bekletilerek bag dokularinin mavi renge boyanmasi saglandi. Bu islemden sonra
kesitlerdeki fazla boyay1 uzaklastirmak icin kesitler 4 sale distile suda yikandi. Fazla boyadan
arindirilan kesitler boyalarin sabitlenmesi amaciyla 3 dakika boyunca %2’lik asetik-asit
soliisyonunda bekletildi ve sonrasinda hemen hizlica distile suda 1-2 saniye tutulup, %96’lik
alkole daldirilip ¢ikartildi. Ardindan kesitler icerisindeki suyun giderilmesi amaciyla artan
dereceli alkol ¢ozeltilerinde (%96’lik alkol, %100 alkol-1 ve %100 alkol-IT) 3’er dakika
tutuldu ve sonrasinda alkoliin uzaklastirilmasi amaciyla 2 kez 5’er dakika da ksilolde

bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

3.2.1.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyama Metodunun Uygulanmasi

Deney hayvanlarindan elde edilen ve parafinle kapl kesitler parafinin uzaklastirilmasi
islemi i¢cin 2 kez 5’er dakika ksilol ¢ozeltisinde bekletildi. Sonrasinda kesitleri boyama
islemine hazir hale getirmek ve dokulara su gecisini saglamak amaciyla kesitler 3’er dakikalik
stirelerde azalan dereceli alkol serilerinden (%100 alkol-1, %100 alkol-2, %96’lik alkol,
%80’lik alkol ve son olarak da %70’lik alkol) geg¢irildi. Ardindan dokulardaki polisakkarit
yapilar1 okside edebilmek igin Kkesitler 8’er dakika %]1°’lik periyodik-asit ¢ozeltisinde
bekletildi. Sonrasinda kesitler akarsuda 10 dakika boyunca yikandi. Yikamanin ardindan
kesitler karanlik ortamda Schiff Reagent ile 13 dakika boyunca muamele edildi. Ardindan
kesitler 5’er dakika boyunca sirasiyla iki kez potasyum metasiilfit-I ve potasyum metasiilfit-11
cozeltilerinde bekletildi. Sonrasinda kesitler tekrar 10 dakika boyunca akarsuda yikandi.
Kesitler bir sale distile suda calkalandiktan sonra hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi amaciyla 5
dakika boyunca hemalaun ile muamele edildi. Ardindan kesitler tekrar 13 dakika boyunca
akarsuda yikanip distile suda bir sale ¢alkalandiktan sonra hemen %96’lik alkol-I’e daldirilip
cikartildi. Sonrasinda kesitler 3’er dakika boyunca %96 alkol-11 de, %100 alkol-I’de ve
%100 alkol-II"de tutuldu. Son olarak kesitler i¢indeki alkoliin uzaklastiritlmasi amaciyla 5’er

dakika boyunca 2 kez ksilolde tutulduktan sonra entellan damlatilarak sabitlendi.
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3.2.1.3. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Metodunun Uygulanmasi

Parafinle kapl kesitler parafinin uzaklastirilmasi islemi i¢in 5’er dakika boyunca ksilole
alindi. Sonrasinda kesitlerin doku yapisinin korunmasit ve dokulara su girisi saglamak
amaciyla kesitler 3’er dakika boyunca sirasiyla %100 akol-I, %100 alkol-1I, %96°1lik alkol,
%80’lik alkol ve son olarak da %70’lik azalan dereceli alkol serilerinden gegirildi. Sonrasinda
kesitlerdeki alkoliin uzaklastirilmas1 amaciyla kesitler 2 kez distile suda yikandi ve hemen
ardindan hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi amaciyla 5 dakika siireyle Harris-hematoksilen
soliisyonunda bekletildi. Sonrasinda dokulardaki fazla hematoksileni uzaklastirmak amaciyla
kesitler asit-alkol ¢ozeltisinde 1 kez ¢alkalandi ve hemen ardindan akan ¢esme suyu altinda 5
dakika boyunca bekletildi. Ardindan kesitlere hiicre sitoplazmasinin boyanmasi igin 2 dakika
boyunca eozin boyama yapildi. Eozin boyamanin ardindan kesitler %96 alkol-1 ve %96 alkol-
IT de calkalandiktan sonra siras1 ile %100 alkol-I’de ve %100 alkol-1I’de 3’er dakika tutuldu.
Son olarak kesitlerdeki alkoliin giderilmesi amaciyla kesitler 5’er dakika boyunca 2 kez

ksilolde tutuldu ve sonrasinda entellan ile sabitlendi.

3.2.2. immunohistokimyasal Yéntem

3.2.2.1. Streptavidin-Biotin Peroksidaz Boyama Metodu

Deneyde kullanilan ratlarin pankreaslarinda apoptozis yogunlugunu belirlemek igin
caspase-3 antikoru ve Langehans adaciklarinda insiilin tireten B hiicrelerinin yogunlugunu
degerlendirmek igin ise insulin antikoru kullanilarak streptavidin-biyotin perkoksidaz boyama
metodu gerceklestirildi. Bu ydntemi uygularken kesitlerin cam yiizeye daha saglam
tutunabilmesi i¢in organosilan kapli lamlar kullanildi. Oncelikle 5-6 um kalinhgindaki rat
pankreas kesitleri 5’er dakika 2 kez ksilolde tutularak deparafinizasyondan islemi
uygulandiktan sonra, 3’er dakika siireyle ve giderek azalan derecelerde (%100 alkol-1, %100
alkol-1I, %96’lik alkol, %80’lik alkol ve %70’lik alkol) alkollerden gegirildi. Sonrasinda
kesitlerdeki alkoliin uzaklagtirilmasi i¢in preparatlar 2 kez distile suda yikandi. Kesitlerdeki
protein yapilarini agiga cikarmak ve antikorlarin bu proteinlere daha kolay baglanmasini
saglamak amaciyla, kesitler 5’er dakika stireyle 3 kez %0,05 Tween-20 iceren 0,01 sodyum
sitrat tamponu (pH: 6) icinde, mikrodalga firinda 100°C'de kaynatilarak antijen retrival islemi
uygulandi. Ardindan, bu kesitler yaklagik 20 dakika boyunca oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Soguyan kesitler 2 kez 5’er dakika olacak sekilde PBS (fosfat buffer solution,
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ph:7,2) ile yikandi. Daha sonra doku igerisinde dogal olarak bulunan endojen peroksidaz
enzimlerini inaktive etmek i¢in kesitleri distile su ile hazirladigimiz %3 liikk H,O, ¢6zeltisinde
15 dakika bekletildi. Ardindan kesitlerdeki H,O, kalintilarini temizlemek i¢in kesitleri 5’er
dakika stireyle 2 kez tekrar PBS’den gecirildi. Sonraki adimda dokularda istenmeyen antikor
baglanmalarim1 engellemek icin kesitler, oda sicakliginda ve nemli bir kap igerisinde 30
dakika boyunca serum blocking soliisyonu (Histotain Plus Broad Spectrum Invitrogen)
damlatilarak bekletildi. Sonrasinda lamlar {izerindeki fazla bloking c¢dozeltileri dokildii.
Kesitlere PBS ile diliie edilmis primer antikor (Rabbit Anti-Caspase-3 Polyclonal Antibody,
Cloud-Clone Corp., PAA626Ra01, Texas, USA, 6.6 pg/mL oraninda; Rabbit Anti-Insulin
Polyclonal Antibody H-86:5¢-9168, 1/100 oraninda) damlatilarak +4°C sicaklikta ve nemli bir
kap igerisinde bir gece boyunca bekletildi. Bunun yaninda benzer islemlere tabi tutulan, fakat
primer antikor kullanilmayan sadece PBS’de bekletilen kesitler boyamanin spesifikligini test
etmek amaciyla negatif kontrol olarak kullanildi. Ertesi sabah dokulardaki fazla reaktifleri
uzaklagtirmak ve antikor etkinligini arttirmak icin kesitler 5’er dakika siireyle 2 kez pH 7,6
olan Tris Buffered Saline (TBS) ¢ozeltisinde tutuldu. Bu islemden hemen sonra kesitler 37°C
1sida ve nemli ortamda, icinde biyotin isaretli sekonder antikor (Histostain Plus Broad
Spectrum Invitrogen) bulunan ¢ozeltide 1 saat boyunca bekletildi. Bunun ardindan kesitler
5’er dakika siireyle 2 defa TBS ile yikandi. Sonrasinda kesitler 37°C sicaklik ve nemli
ortamda Horseradish Peroxidase (HRP) (Histostain Plus Broad Spectrum Invitrogen) enzimi
iceren soliisyonda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bundan sonra kesitler tekrar 5’er dakika
siireyle 2 defa TBS igerisinde yikandi. Daha sonra kesitler yaklagik 1,5 dakika siiresince
Diaminobenzidin (DAB) ¢ozeltisine daldirildi. Bu islem sonucunda, antikorun baglandigi
hiicreler kahverengi renkle boyandi ve mikroskop altinda gériiniir hale getirildi. Bu islemden
sonra kesitler distile su ile yikand1 ve hemen ardindan ¢ekirdeklerinin boyanmasi1 amaciyla 45
saniye Weigert-demir-hematoksilende tutuldu ve sonrasinda iki sale distile suda calkalanip 5
dakikada distile suda bekletildi. Bundan sonra kesitler 6ncelikle %96’lik alkol-I ¢ozeltisinden
hizlica gecirildi ve ardindan sirasiyla 3’er dakika boyunca artan alkol serilerinde (%96’lik
alkol-I1, %100 alkol-1 ve %100 alkol-IT) tutuldu. Son olarak kesitler 5’er dakika boyunca 2
kez ksilolde tutularak alkolden arindirildi ve ardindan entellan damlatilarak kapatildi.
Kesitlerin mikroskobik incelenmesi ve immiin pozitif hiicrelerin tespit edilip
gorlintiillenmesinde, laboratuvarimizda mevcut, Olympus marka BX51 model mikroskop ve

DP70 kamera/g0riintii analiz sistemi kullanild.
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3.2.3. istatiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS22.00 paket programi kullanildi.
Oncelikle biitiin parametreler Shapiro Wilk testi ile normal dagilim acisindan ayri ayri
degerlendirildi. Yapilan analizde tiim parametreler i¢in verilerin normal dagilim gostermedigi
tespit edildi. Normal dagilim gostermeyen degerlerin grup ortalamalari arasindaki farkliliklar
Kruskal-Wallis testi ile belirlendi. Post hoc ¢oklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak
verildi. Farkliliklart p<0.05 () ve p<0.001 (**) olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen 5-6 pm kalinliginda, 100 um aralikli seri Kesitlerde
pankreasin genel histolojik goriinlimii, epitel hiicre katmani, asinar hiicreleri, damar ve
Langerhans adaciklarinin yapisinin tespiti igin, Triple boyama metodu, Periyodik Asit—Schiff
(PAS) boyama metodu ve Hematoksilen-Eozin (HE) boyama metodu uygulandi. Farkli
tekniklerle boyanan kesitler BX51 (Olympus) aragtirma mikroskopu ve DP70 kamera/goriintii

analiz sistemi altinda incelendi.

Yapilan genel inceleme sonucunda pankreasa ait dokularda ekzokrin pankreasi
olusturan asinar hiicrelerinin daha koyu boyandig1 ancak endokrin pankreasa ait Langerhans
adaciklarindaki hiicrelerin ekzokrin pankreasa gore daha soluk sekilde boyandigi ve bu
sekilde Langerhans adaciklarmmin kolaylikla ayirt edilebildigi goriildii. Biiyiikk ¢aptaki
damarlar yer yer ekzokrin pankreas dokusu igerisinde ve Langerhans adaciklari ¢evresinde

goriliirken, 6zellikle PAS boyama ile Langerhans adaciklari igerisinde kapiler damarlar tespit

edildi.

4.1.1. Triple Boyama Metodu

Deneyde kullanilan rat pankreaslarinin genel histolojik goriiniimiiniin tespiti i¢in, Triple
boyama metodu uygulandi ve kesitler 151tk mikroskobunda incelendi. Farkli deney
gruplarindaki ratlara ait pankreas dokusundaki, Langerhans adaciklarinin genel goériiniimd,

adacik dejenerasyonunun boyutu ve asinar hiicrelerinin yapist degerlendirildi.
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Resim 1.Kontrol grubuna Langerhans adacigi (La) ve asinar hiicre (A) goriintiisii. Triple
boyama metodu. Bar: 20pum.

Kontrol grubuna ait kesitlerde Langerhans adaciklariin diizgiin oldugu, herhangi bir
dejenerasyona rastlanmadig: ve asinar hiicrelerin diizenli olarak yer aldig1 tespit edildi (Resim
1). Beslenmeleri sirasinda misir yagina sadece likopen eklenen (Resim 2) veya musir yagina
sadece gallik asit (Resim 3) eklenen deney gruplarinda da kontrol grubuna benzer durumlarin

oldugu gozlemlendi.

Resim 2. Likopen grubunda Langerhans adacig1 (La) ve asinar hiicre (A) goriintiisii. Triple boyama
metodu. Bar: 20pm.
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Resim 3. Gallik asit grubunda Langerhans adacigi (La) ve asinar hiicre (A) goriintiisii. Triple boyama
metodu. Bar: 20pm

Beslenmeleri sirasinda musir yagma 4-NF eklenen (Resim 4) deney gruplarinda
ekzokrin pankreas dokusu ile Langerhans adaciklar1 (La) igerisinde ve cevresinde hiicresel
dejenerasyonun oldugu, hiicresel dejenerasyonun ozellikle Langerhans adacik g¢evresinde

genis catlaklar seklinde olustugu dikkat ¢ekti (Resim 4-6).

Resim 4. 4-NF grubunda Langerhans adaciklari (La) ve asinar hiicre (A), damar (D) ve hiicresel
dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 50pm
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Resim 5. 4-NF grubunda Langerhans adaciklari (La) ve asinar hiicre (A), damar (D) ve hiicresel
dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 20pum

Resim 6. 4-NF grubunda Langerhans adaciklar1 (La) ve asinar hiicre (A) ve hiicresel dejenerasyon (*)
goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 20pm
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Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin
dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki catlaklar seklindeki hiicresel
dejenerasyonun ekzokrin pankreastaki dejenerasyona gore daha ¢ok azaldigi goriildii (Resim

7-8).

Resim 7. Likopen + 4-NF grubunda Langerhans adaciklar1 (La) ve asinar hiicre (A), damar (D) ve
hiicresel dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 20pm

Resim 8. Likopen + 4-NF grubunda Langerhans adaciklar1 (La) ve asinar hiicre (A) ve hiicresel
dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 20pum
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Beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda gallik asit ve bir saat sonra da 125
mg/kg/giin dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki ve ekzokrin
pankreastaki catlak seklindeki hiicresel dejenerasyonun likopen + 4NF grubundaki

dejenerasyona gore daha ¢ok azaldigi, kontrol grubuna yakin bir gériintii olustugu tespit edildi
(Resim 9-10).

Resim 9. Gallik asit + 4-NF grubunda Langerhans adaciklar (La) ve asinar hiicre (A), damar (D) ve
hiicresel dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 50um

Resim 10. Gallik asit + 4-NF grubunda Langerhans adaciklari (La) ve asinar hiicre (A) ve hiicresel
dejenerasyon (*) goriintiisii. Triple boyama metodu. Bar: 20pm
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Deney hayvanlarindan elde edilen kesitler Triple boyama metodu ile boyandiktan sonra
Langerhans adaciklarinda meydana gelen dejenerasyonun biiyiikliigii semi kantitatif olarak da
skorlandi. Langerhans adaciklarinda meydana gelen hiicresel dejenerasyon 0 ile 3 arasinda
degerlendirildi. 0= normal, 1= hafif, 2= orta ve 3= agir hasarli olarak kabul edildi (Elbe ve
digerleri, 2015). Elde edilen skorlama degerleri Kruskall-Wallis testi ile analiz edilerek
asagidaki tablo olusturuldu (Tablo 3).

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarinin pankreaslarinda Langerhans adaciklarindaki hiicresel
dejenerasyonun yogunluk degerleri

Dejenerasyonun Semi-kantitatif Skorlar:

Grup n
(x £ Sx)

Kontrol 6 0.39+0.12°
Likopen 6 0.50+0.12°
Gallik Asit 6 0.50+0.15"
4-NF 6 2.72+0.11°
L+4-NF 6 0.56+0.15"
GA+4-NF 6 0.28+0.11°
P ek

ap, Ayni siitunda farkli harf tagiyan veriler arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemlidir.
***. P <0.001
4-NF: 4- Nonilfenol, L: Likopen, GA: Gallik asit,

n: rat sayisi, X: ortalama, SX: standart hata.

Yukaridaki semi-kantitatif skorlar tablosu incelendiginde; 4-NF grubundaki ratlarin
Langerhans adaciklarinda oldukca belirgin diizeyde hiicresel dejenerasyonlar gergeklestigi,
buna karsin, kontrol ve diger deney gruplarindaki ratlardan elde edilen kesitlerde genellikle

hiicresel dejenerasyonun olmadigi veya hafif diizeyde dejenerasyonun oldugu tespit edildi.
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4.1.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyama Metodu

Deneyde kullanilan rat pankreaslarinin genel histolojik goriinlimiiniin tespiti i¢in
kullanilan bir bagka boyama metodu ise Periyodik Asit—Schiff (PAS) boyama metodudur. Bu
boyama metodu ile damar ceperleri mor-menekse renginde tespit edilirken, asinar hiicre
¢ekirdekleri ve Langerhans adaciklarinda bulunan hiicre ¢ekirdekleri mavi-mor renkli
boyandi. Asinar hiicrelerin sitoplazmalart pembe-mor renklerde boyanirken endokrin
pankreas hiicrelerinin sitoplazmalar1 daha soluk pembe-mor renge boyandi. Bunun nedeninin,

enzim aktivitesi yiiksek olan ekzokrin pankreasin asinar hiicrelerinde bulunan ve PAS ile

pozitif reaksiyon veren zimojen graniillerin fazlaligi oldugu degerlendirildi (Resim 11-12).

Resim 11. Kontrol grubunda, pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve kapilar damar
(oklar) goriinttisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 50um
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Resim 12. Kontrol grubunda, pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), damar (D) ve
kapilar damar (oklar) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 50pum

Kontrol grubuna ait kesitlerde yapilan incelemede Triple boyama metodunda elde
ettigimiz sonuglarla uyumlu oldugu tespit edildi. Langerhans adaciklarinin diizgiin sekilde
oldugu herhangi bir dejenerasyon belirtisinin olmadigi, ekzokrin pankreasin asinar
hiicrelerinin diizenli olarak siralandigi yine herhangi bir dejenerasyonun olmadigi, arter ve
vena damar kalinliklarinin normal oldugu goriildii. Ayrica damar yiizeylerinin normal

kalinlikta oldugu ve homojen olarak PAS pozitif boyandigi goriildii (Resim 13).
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Resim 13. Kontrol grubu pankreasin damar (D) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 50um.
Beslenmeleri sirasinda likopen 10 mg/kg/giin dozda, 2 ml/kg misir yagi ile karistirilarak
verilen grup (Resim 14-15) ve beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda, 2 ml/kg %0,9’luk
serum fizyolojik ile gallik asit karistirilarak verilen (Resim 16-18) deney grubunda, kontrol
grubu ile yapilan karsilagtirmada ekzokrin pankreas, endokrin pankreas ve damar yapilari

bakimindan bariz herhangi bir farklilik gortilmedi.

Resim 14. Likopen grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), kapilar damarlar
(oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (¥) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: S0um
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Resim 15. Likopen grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig: (La) ve kapilar
damarlar (oklar) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 20pm

Resim 16. Gallik asit grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve kapilar
damarlar (oklar) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 20pm
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Resim 17. Gallik asit grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig1 (La) ve kapilar
damarlar (oklar) goériintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 20um

Resim 18. Gallik asit grubunda damar (D) goriintiileri. PAS Boyama Metodu. Bar: 20um.
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Beslenmeleri sirasinda 125 mg/kg/giin dozda 4-nonilfenol, 2 ml/kg musir yag: ile
karistirilarak verilen deney gruplarinda Triple boyama metodunda tespit edildigi gibi ekzokrin
pankreas dokusu ile Langerhans adaciklar1 (La) igerisinde ve g¢evresinde hiicresel
dejenerasyonun oldugu, dejenerasyonun Ozellikle Langerhans adacik cevresinde genis ve
birbiri ile kaynagsmis ¢atlaklar seklinde oldugu, ekzokrin pankreas ve Langerhans adaciklari
icerisinde yer alan arter, vena ve kapilarin kalinlasarak daha koyu boyandigi, asinar hiicrelerin

yerlestigi bazal laminanin da koyu sekilde belirgin olarak boyandigi goriildii (Resim 19-22).

Resim 19. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig1 (La), kapilar damarlar
(oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 20um.
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Resim 20. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), kapilar damarlar
(oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 20um.

Resim 21. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), kapilar damarlar
(oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar:20um

46



Resim 22. 4-NF grubunda kalinlasmis damar duvarlari (koyu oklar) goriilmektedir. PAS Boyama
Metodu. Bar: 50um.

Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin
dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki ve ekzokrin pankreastaki
catlak seklindeki hiicresel dejenerasyonun her iki dokuda da azaldigi ancak endokrin
pankreastaki hiicresel dejenerasyonun ekzokrin pankreastaki dejenerasyona gore daha cok
azaldigi, damar kalinliklarinda gozle goriiliir bir incelme oldugu goriildii (Resim 23-24).
Ayrica bu deney grubuna ait kesitlerde, 4-NF verilen gruptaki kesitlere oranla damar

caplariin daralarak kontrol grubu ile benzer 6zellik gosterdigi tespit edildi (Resim 25).
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Resim 23. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig1 (La), kapilar
damarlar (oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (¥) goriintiisi. PAS Boyama Metodu. Bar: 50pm.

Resim 24. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), kapilar
damarlar (oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 50um.
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Resim 25. Likopen + 4-NF grubunda damarlar (D) ve damar duvar: (oklar) goriintiisii. PAS Boyama
Metodu. Bar: 20pum.

Beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/glin dozda gallik asit ve bir saat sonra da 125
mg/kg/giin dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki ve ekzokrin
pankreastaki catlak seklindeki hiicresel dejenerasyonun likopen + 4NF grubundaki
dejenerasyona gore daha ¢ok azaldigi, yine damar duvari kalinliklarinin ve PAS pozitifligin

kontrol grubuna yakin derecede normal oldugu goriildii (Resim 26-28).
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Resim 26. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig1 (La), kapilar
damarlar (oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (¥) goriintiisi. PAS Boyama Metodu. Bar: 20pm.

Resim 27. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La), kapilar
damarlar (oklar) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. PAS Boyama Metodu. Bar: 50pm.
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Resim 28. Gallik asit + 4-NF grubunda damarlar (D) ve damar duvarlari (oklar) gorintiisii. PAS
Boyama Metodu. Bar: 50um.

4.1.3. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Metodu

Deneyde kullanilan rat pankreaslarinin genel histolojik goriinlimiiniin tespiti igin,
Hematoksilen — Eozin boyama metodu uygulandi ve kesitler 151k mikroskobunda incelendi.
Alt1 farkli deney grubunda yer alan ratlara ait kesitler pankreas Langerhans adaciklarinin
genel gorliniimii, Langerhans adacik dejenerasyonunun boyutu ve asinar hiicrelerinin yapisi

acisindan degerlendirildi.
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Resim 29. Kontrol grubunda Langerhans adacig1 (La) ve asinar hiicreleri (A) goriintiisii. Hematoksilen
— Eozin Boyama Metodu. Bar: 20pum.

Kontrol grubuna ait kesitlerde Langerhans adaciklarmin diizgiin oldugu, herhangi bir
dejenerasyona rastlanmadigi ve asinar hiicrelerin diizenli olarak yer aldig tespit edildi (Resim
29). Beslenmeleri sirasinda musir yagina sadece likopen eklenen (Resim 30) veya diyetine
sadece gallik asit (Resim 31) eklenen deney gruplarinda da kontrol grubuna benzer

durumlarin oldugu goézlemlendi.
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Resim 30. Likopen grubunda Langerhans adacigi (La) ve asinar hiicreleri (A) goriintiisi.
Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20um.

Resim 31. Gallik asit grubunda Langerhans adacigi (La) ve asinar hiicreleri (A) goriintiisii.
Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20um.
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Beslenmeleri sirasinda musir yagma 125 mg/kg/giin dozda 4-NF eklenen deney
grubunda ekzokrin pankreas dokusu ile Langerhans adaciklar1 (La) igerisinde ve g¢evresinde
hiicresel dejenerasyonun oldugu, hiicresel dejenerasyonun 0Ozellikle Langerhans adacik

cevresinde genis ¢atlaklar seklinde olustugu dikkat ¢ekti (Resim 32).

Resim 32. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) hiicresel
dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20um.
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Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin
dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki catlaklar seklindeki hiicresel
dejenerasyonun ekzokrin pankreastaki dejenerasyona gére daha ¢ok azaldigi goriilmiistiir
(Resim 33-34).

Resim 33. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) hiicresel
dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20pum.

Resim 34. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adaciklari (La),
damar (D) ve hiicresel dejenerasyon olusumu (¥) goriintiisii. Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu.
Bar: 50um.
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Beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda gallik asit ve bir saat sonra da 125
mg/kg/giin dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki ve ekzokrin
pankreastaki c¢atlak seklindeki hiicresel dejenerasyonun likopen + 4NF grubundaki
dejenerasyona gore daha ¢ok azaldigi, kontrol grubuna yakin bir goriintii olustugu
goriilmiistiir (Resim 35-36).

Resim 35. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig1 (La)
hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20um.

Resim 36. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La)
hiicresel dejenerasyon olusumu (*) goriintiisii. Hematoksilen — Eozin Boyama Metodu. Bar: 20pum.
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4.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen 5-6 pm kalinliginda, 100 um aralikli seri kesitlerde
pankreasin Langerhans adaciklarindaki apoptozis durumunun tespiti ve dejenerasyon
biiyiikliigiiniin  anlasilmas1 amaciyla Streptavidin-biotin peroksidaz boyama metodu
kullanilarak, insulin ve caspase-3 primer antikorlartyla boyama yapildi. Boylece 4-NF’nin
Langerhans adaciklarina zarar verip vermedigi, verdi ise dejenerasyonun boyutunun ne
oldugu, bunun yaninda 4-NF’nin zararh etkilerine karsi likopen ve gallik asitin koruyucu veya
tyilestirici etkisinin olup olmadigi net bir sekilde tespit edilmis oldu. Boyanan kesitler BX51

(Olympus) arastirma mikroskopu ve DP70 kamera/goriintii analiz sistemi altinda incelendi.

Streptavidin-peroksidaz boyama yontemi kullanilarak primer antikorlar ile boyanan
kesitlerde immiinohistokimyasal olarak yapilan genel incelemede; Langerhans adaciklarinin
cevresindeki asinar hiicrelere gore daha koyu sekilde boyandigi, 4-NF verilen gruplarda
Langerhans adaciklari igerisinde belirgin olarak apoptozun gergeklestigi, kontrol grubu,
likopen grubu, gallik asit grubu, likopen + 4-NF grubu ve gallik asit + 4-NF guruplarindaki
kesitlerde Langerhans adaciklar1 icerisinde hafif ve birbirine benzer oranlarda apoptoza

ugramis hiicrelerin oldugu tespit edildi.
4.2.1. Streptavidin-peroksidaz Boyama Metodu — Caspase-3

Deneyde kullanilan rat pankreaslarindaki Langerhans adaciklarindaki apoptozun
durumunu belirlemek amaciyla streptavidin-peroksidaz metodu ile caspase-3 antikoru
kullanilarak boyama yapildi. Boyanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Langerhans
adaciklart ekzokrin pankreasa gore daha koyu renkli goriildii. Kontrol grubunda (Resim 37)
ve farkli deney gruplarinda yer alan ratlara ait pankreas Langerhans adaciklarinin genel
goriiniimii ve Langerhans adaciklarinda meydana gelen apoptozun boyutu subjektif olarak

degerlendirildi.
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Resim 37. Kontrol grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve caspase-
3 pozitif hiicre gruplar1 (¥) gorintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 50pm.

Kontrol grubuna ait kesitlerde yapilan incelemede bundan 6nceki boyama metodlarinda
elde ettigimiz sonuglarla uyumlu bulgular tespit edildi. Langerhans adaciklarinin ekzokrin
pankreasa gore biraz daha koyu boyandigi ancak belirgin yogunlukta apoptoza ugramis
hiicrelerin bulunmadig1, sadece kenarda bazi hiicre gruplarinin apoptoza ugramis olabilecegi

degerlendirildi.

Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen, 2 ml/kg misir yag: ile karistirilarak
verilen grupta (Resim 38) ve beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda gallik asit, 2 ml/kg
%0,9’luk serum fizyolojik ile karigtirilarak verilen deney grubunda (Resim 39), ekzokrin
pankreaslarinin kontrol grubu ile benzer yapida oldugu goriildii. Endokrin pankreasi olusturan
Langerhans adaciklarindaki hiicrelerin de ekzokrin pankreasa yakin koyulukta ve homojen

olarak boyandigi, yine kontrol grubu ile benzer 6zellik gosterdigi tespit edildi.

58



Resim 38. Likopen grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig: (La) ve
caspase-3 pozitif hiicre gruplari (*) goriintisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20um.

Resim 39. Gallik asit grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve
caspase-3 pozitif hiicre gruplari (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pum.
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Beslenmeleri sirasinda 4-nonilfenol 125 mg/kg/giin dozda, 2 ml’kg misir yagi ile
karistirilarak verilen deney grubunda endokrin pankreasi olusturan Langerhans adaciklarinin
ekzokrin pankreasi olusturan asinar hiicrelerine goére daha koyu sekilde boyandigi ve
Langerhans adaciklar1 igerisinde de apoptozun gerceklestigi hiicrelerin, diger adacik
hiicrelerine gore daha koyu ve belirgin bir sekilde kahverengiye boyandigi goriildii (Resim
40-41).

Resim 40. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacig (La) ve caspase-3
pozitif hiicre gruplar1 (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20um.

Resim 41. 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve caspase-3
pozitif hiicre gruplar1 (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pm.
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Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin
dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta Langerhans adaciklarindaki hiicresel dejenerasyonun
azaldig1, adacigin genel olarak homojen boyandigi ve apoptotik hiicre gruplarimin azaldigi
ancak oOzellikle adacik kenarlarinda apoptoza ugramis hiicre gruplarmin halen bulundugu

goriildii. (Resim 42-43).

Resim 42. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve
caspase-3 pozitif hiicre gruplart (¥) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 50pm.

Resim 43. Likopen + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adacigi (La) ve
caspase-3 pozitif hiicre gruplari (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pum.
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Beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda gallik asit ve bir saat sonra da 125
mg/kg/glin dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta, likopen ve 4-NF uygulanan gruptaki
kesitlerle benzer ozellik gosterdigi, Langerhans adaciklarindaki hiicresel dejenerasyonun
azaldig1, adacik hiicrelerinin homojen boyandig1 ve apoptotik hiicre gruplarinin azaldig1 ancak

ozellikle adacik kenarlarinda apoptoza ugramis hiicre gruplarinin halen bulundugu goriildii
(Resim 44-45).

Resim 44. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adaciklart
(La) ve caspase-3 pozitif hiicre gruplar (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar:
50pum.
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Resim 45. Gallik asit + 4-NF grubunda pankreas asinar hiicreleri (A), Langerhans adaciklar
(La) ve caspase-3 pozitif hiicre gruplari (*) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar:
20um.

Deney hayvanlarindan elde edilen kesitler caspase—3 antikoru kullanilarak Streptavidin
— peroksidaz boyama metodu uygulanarak boyandiktan sonra Langerhans adaciklarinin
olusturdugu endokrin pankreas dokusunda meydana gelen apoptozisin biliylkligi semi
kantitatif olarak da skorlandi. Langerhans adaciklarinda meydana gelen apoptozis 0 ile 3
arasinda degerlendirildi. Skorlamada; 0= apoptozis yok, 1= hafif, 2= orta ve 3= yogun
diizeyde apoptozis var olarak kabul edildi (Cil ve Kabukgu, 2021). Elde edilen skorlama
degerleri Kruskall-Wallis testi ile analiz edilerek asagidaki tablo olusturuldu (Tablo 4).
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Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarinda pankreasin Langerhans adaciklarinda caspase-3
immiinoreaktivitesinin yogunluk degerleri

_ Caspase-3

Grup Immiinoreaktivitesi
(X £ Sx)

Kontrol 0.80+0.08°
Likopen 0.82+0.08°
Gallik Asit 0.78+0.08°
4-NF 2.67+0.06"
L+4-NF 1.90+0.08"
GA+4-NF 1.73+0.07°
P *kk

abe, Aynt siitunda farkli harf tagiyan veriler arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemlidir.
4-NF: 4- Nonilfenol, L: Likopen, GA: Gallik asit

*#%:. P <0.001, n: rat sayisi, X: ortalama, SX: standart hata.

Yukaridaki semi-kantitatif skorlar tablosu incelendiginde; kontrol, likopen ve gallik
asit gruplarindaki ratlarin hem endokrin pankreas dokularini olusturan Langerhans
adaciklarinin hem de ekzokrin pankreas dokularimi olusturan asinar hiicrelerinin normal
gorliniime sahip oldugu, 4-NF grubundaki ratlarin endokrin pankreasini olusturan Langerhans
adaciklarinda ¢ok belirgin sekilde apoptoz oldugu, ekzokrin pankreasa gore olduk¢a koyu
boyandigi ve bunun tablodaki skorlara yansidigi, likopen+4-Nonilfenol ve gallik asit+4
nonilfenol gruplarindaki ratlarin Langerhans adaciklarinda yer yer apoptozun oldugu ancak 4-

NF grubuna gore bu apoptozun oldukca sinirli oldugu tespit edildi.
4.2.2. Streptavidin-peroksidaz Boyama Metodu — Insiilin

Deneyde kullanilan rat pankreaslarindaki Langerhans adaciklarindaki degisimin
durumunu belirlemek amaciyla streptavidin-peroksidaz metodu ile insulin antikoru
kullanilarak boyama yapildi. Boyanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Langerhans
adaciklarinin sayisi, adacik capr ve adacik alani hesaplandi. Langerhans adacik sayist 10x

biiyiitme ile on farkli mikroskobik goriintiileme alaninda sayildi. Kesitlerde sayilan tiim
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Langerhans adaciklarinin ¢ap1 ve adacik alan1 20x biiyiitmede 6l¢iilerek hesaplandi. Tiim bu
Ol¢iim ve sayim islemleri DP70 kamera goriintii analiz sistemiyle entegre edilmis Olympus
BXS51 151k mikroskobu ile yapildi. Kontrol grubu (Resim 46) ve farkli deney gruplarindaki

ratlara ait kesitlerin streptavidin-peroksidaz metodu ile insiilin antikoru kullanilarak yapilan

boyama sonucu elde edilen goriintiiler asagidaki resimlerde gosterildi.

Resim 46. Kontrol grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adaciklari (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pm.

Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/glin dozda likopen, 2 ml’kg misir yag ile
karistirilarak verilen grup (Resim 47) ve beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin dozda, 2 ml/kg
%0,9’luk serum fizyolojik ile gallik asit karigtirilarak uygulanan deney grubundaki kesitlerin

goriintiileri (Resim 48) asagida verilmistir.
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Resim 47. Likopen grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adacig1 (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pum.

Resim 48. Gallik asit grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adacig1 (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pum.
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Kontrol, gallik asit ve likopen gruplarina ait kesitler incelendiginde; kesitlerin birbirine
benzer goriiniime sahip oldugu, adacik i¢lerinin olduk¢a koyu ve homojen boyandigi, insiilin

pozitif B hiicrelerin olduk¢a yogun ve saglikli oldugu goriilmiistiir.

Beslenmeleri sirasinda 4-nonilfenol 125 mg/kg/giin dozda, 2 ml/kg misir yag: ile

karistirilarak verilen deney grubunda Langerhans adaciklarmin ve ekzokrin pankreasin

gortintiileri (Resim 49-50) asagida gosterildi.

Resim 49. 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan Langerhans
adacig1 (La) gorintiisti. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pm.
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Resim 50. 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan Langerhans
adaciklari (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 50um.

4-NF gruplarinda ki kesitlerde Langerhans adaciklarinin boyutu kiigiilmiis, insiilin
pozitif B hiicreleri Langerhans adaciklari igerisinde diizensiz ve dagilmis halde, adaciklar
genel olarak heterojen boyanmis goériinimdedir. Bu durum B hiicrelerinin 4-NF’nin etkisiyle
oksidatif strese ugradigini bu sebeple apoptoza ugramis olabilecegini ve insiilin tiretiminin

azaldigini ya da diizensizlestigini gostermektedir.

Beslenmeleri sirasinda 10 mg/kg/giin dozda likopen ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin
dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta (Resim 51-52) ve beslenmeleri sirasinda 50 mg/kg/giin
dozda gallik asit ve bir saat sonra da 125 mg/kg/giin dozda 4-nonilfenol uygulanan grupta
(Resim 53-54) ekzokrin pankreas ve endokrin pankreas goriintiileri asagida verildi.
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Resim 51. Likopen + 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adacigi (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20um.

Resim 52. Likopen + 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adacig1 (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 50um.
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Resim 53. Gallik asit + 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif
boyanan Langerhans adacigi (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 50um.

Resim 54. Gallik asit + 4-NF grubu pankreasinda; asinar hiicreleri (A) ve insiilin pozitif boyanan
Langerhans adacigi (La) goriintiisii. Streptavidin-peroksidaz boyama metodu. Bar: 20pum.

Beslenmeleri sirasinda 4-NF’den dnce gallik asit ve likopen verilen gruplardaki ratlarin
pankreas kesitleri incelendiginde; 4-NF’den once gallik asit verilen gruptaki kesitlerde

Langerhans adaciklar1 diizgiin yapida, koyu boyanmis ve belirgin goriinimde oldugu
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goriilmiistiir. Bu durum gallik asitin antioksidan etkisiyle 4-NF’nin Langerhans adaciklarinda
olusturdugu hasart Onledigini gostermektedir. Likopen+4-NF grubundaki kesitlere
bakildiginda; Langerhans adaciklarindaki insiilin boyanmasinin giiclii oldugu, ancak GA+4-
NF grubuna gore kismen heterojen bir boyanma oldugu goriilmiistiir. Likopenin, gallik asitte
oldugu gibi antioksidan etkisiyle 4-NF’nin toksik etkilerine kars1 insiilin iireten  hiicrelerini

korudugu fakat bu korumanin gallik asite gore biraz daha kisitli oldugu tespit edilmistir.

Insiilin antikoru kullanilarak boyanan kesitlerin incelenmesi asamasinda 36 adet
hayvana ait pankreas doku kesitleri 10x biiyiitmede ve 10 farkli mikroskobik goriintiileme
alaninda tarandi. Adacik sayilar1 kaydedilip istatistiksel analiz i¢in tablolastirildi. Sonrasinda
her bir kesitteki Langerhans adacik c¢aplar: 3 farkli bolgeden dlgiilerek not edildi. Son olarak
da DP70 kamera/goriintii analiz sistemi yardimiyla adacik alanlar1 6lgiildii ve yine istatiksel

analiz i¢in kaydedildi.

4.3. Histomorfolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda, Streptavidin-peroksidaz metoduyla insulin antikoru
kullanilarak yapilan boyamada, pankreas kesitlerinde yer alan Langerhans adacik sayilari,
caplart ve alanlari, BX51 (Olympus) arastirma mikroskopu ve DP70 kamera/gériintii analiz
sistemi ile belirlendi. Elde edilen veriler gerekli istatistiki analizler yapildiktan sonra, Tablo 5

ve Tablo 6’da verildi.
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Tablo 5. Kontrol ve deney gruplarinin pankreaslarinda Langerhans adaciklarinin sayilart

Adacik Sayilan
Grup n
(x £ Sx)

Kontrol 6 2.28+0.18
Likopen 6 2.42+0.16
Gallik Asit 6 2.27+0.20
4-NF 6 1.95+0.17
L+4-NF 6 2.08+0.18
GA+4-NF 6 2.08+0.16

P OD

4-NF: 4- Nonilfenol, L: Likopen, GA: Gallik asit

OD: Onemli degil, n: rat sayis1, X: ortalama, SX: standart hata.

Tablo 6. Kontrol ve deney gruplarinin pankreaslarinda Langerhans adaciklarinin ¢ap (um) ve alan
(um?) degerleri

Adacik Capi Adacik Alani

Grup n
(x = Sx) (x = Sx)

Kontrol 71.68+4.92 4819.29+643.94
Likopen 71.04+4.94 4742.15+644.51
Gallik Asit 71.99+£5.27 4874.63+744.81
4-NF 61.37+£5.09 3854.64+734.27
L+4-NF 70.41+7.58 5693.18+1353.68
GA+4-NF 71.90+7.57 6030.70+1435.35
P OD OD

4-NF: 4- Nonilfenol, L: Likopen, GA: Gallik asit

OD: Onemli degil, n: rat sayis1, X: ortalama, SX: standart hata.
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Langerhans adacik sayilari, adacik ¢aplar1 ve adacik alanlart ile ilgili istatistiki tablolar
incelendiginde; sadece gallik asit ve likopen verilen gruptaki kesitlerde adacik sayisi, adacik
cap1 ve adacik alanlarinin referans deger olan kontrol grubu ile benzer oranlara sahip oldugu
goriildii. Bu durum likopen ve gallik asitin Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerine zarar
vermedigi seklinde degerlendirildi. 4-NF grubundaki kesitlerde ise 4-NF’nin toksik etkisi ile
Langerhans adaciklarindaki f hiicrelerinde hiicre hasar1 ve hiicre kaybinin oldugu goriildii. Bu
sebeple de adacik sayisi, adacik ¢ap1 ve adacik alanlarinda anlamli derecede azalma oldugu
tespit edildi. Likopen + 4-NF ve gallik asit + 4-NF gruplarinda ise likopen ve gallik asitin
antioksidan etkisi ile 4-NF’nin Langerhans adaciklarinda olusturdugu toksik etkiye karsi, B
hiicrelerini biiylik 6l¢lide korudugu, adacik sayisi, adacik ¢apr ve adacik alanlarinin kontrol

grubuna yakin degerlerde oldugu bellirlendi.
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5. TARTISMA

Alkilfenol etoksilat bilesikleri (AFE) giinlimiizde olduk¢a yaygin kullanim alanina
sahiptir (Toppari ve digerleri, 1996; Crisp ve digerleri, 1998). AFE’lerin bozunumu sonucu
ise cogunlukla zehirli etkiye sahip ve endokrin bozucu oOzellikte 4-NF olusmaktadir
(Ackermann ve digerleri, 2002; Hale ve digerleri, 2000; Nimrod ve Benson, 1996; Shang ve
digerleri, 1999; Kwack ve digerleri, 2002). Ayrica 4-NF uzun yarilanma 6mrii ve hidrofobik
Ozelligi nedeniyle canlilarda birikerek toksik etki gosterir (Ekelund ve digerleri, 1990;
Bjorklund ve digerleri, 2009; Li ve digerleri, 2017).

Canlilarin  homeostazisinin saglanmasinda, biliylime, gelisme, iireme ve hiicresel
metabolizmanin diizenlenmesinde endokrin sistem olduk¢a Onemli gorevler yerine
getirmektedir (Tsang ve digerleri, 2016). Endokrin sistemin 6dnemli bir parcasi da pankreastir.
Pankreas salgilamis oldugu hormonlar ile homeostazinin saglanmasinda oldukga etkilidir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda 4-NF’nin pankreas dahil birgok organa zarar verdigi kanitlanmig ve
saglik tlizerinde olumsuz etkilere sahip olan 4-NF’nin kullanimiyla ilgili acil 6nlemler
alinmas1 gerektigi bildirilmistir (Capaldo ve digerleri, 2012; Furuta ve digerleri, 2006; Xi ve
digerleri, 2013; Jie ve digerleri, 2016; Li ve digerleri, 2017; Goktepe ve digerleri, 2023).

Bunun yaninda yapilan baz1 ¢aligmalarda gallik asit (Pengelly, 2020; Patel ve Goyal,
2011; Liao ve digerleri, 2018) ve likopenin (Hasler, 2002; Coskun, 2005; Sabbag ve
Stirticiioglu, 2011; Imran ve digerleri, 2020; Khan ve digerleri, 2021) antikarsinojen,
antienflamatuvar, antihistaminik, antimikrobiyal ve antioksidan 0&zellikli  oldugu

kanitlanmustir.

Sunulan ¢aligsmada, yukarida antioksidan etkili oldugu belirtilen gallik asit ve likopenin,
4-NF’nin toksik etkisine karsi koruyucu roliiniin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amacla
temin edilen ratlar farkli gruplara ayrilmis ve her bir gruba belli bir siire ve belli bir dozda 4-
NF, likopen ve gallik asit verilerek pankreas dokularindaki hasar veya hasarsizlik durumlari
incelenmistir. Bu calisma 4-NF’nin pankreas {lizerindeki olumsuz etkisine karsi likopen ve

gallik asitin koruyucu etkilerini inceleyen ilk ¢aligmadir.

Yapilan ¢alismada, rat pankreasinin genel histolojik goriinlimiiniin tespiti i¢in Triple
boyama metodu uygulandi. Isik mikroskobu ile alinan goriintiiler incelendiginde; kontrol,

likopen ve gallik asit gruplarina ait kesitlerde pankreas dokularmin genel histolojik
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goriiniimiiniin olmas1 gereken Ozelliklere sahip oldugu, endokrin ve ekzokrin pankreas
boliimlerinde normal yapinin goézlendigi, 4-NF grubuna ait kesitlerde ise ekzokrin ve
endokrin pankreas kisimlarinda bariz dejenerasyonlarin oldugu, gallik asit+4-NF ve
likopen+4-NF gruplarina ait kesitlerdeki pankreas dokusunun birbirine benzer histolojik
goriinime sahip oldugu ekzokrin ve endokrin pankreas dokusu igerisinde yer yer
dejenerasyonlarin oldugu ancak bu dejenerasyonlarin 4-NF grubuna gore oldukca az oldugu
tespit edildi. 4-NF grubuna ait kesitlerde endokrin pankreasin 6zellikle kenar bolgelerindeki
hiicresel dejenerasyonlarin daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti.  Gallik asit+4-NF ve
likopen+4-NF gruplarindan elde edilen kesitlerde endokrin pankreas kismindaki hiicresel
dejenerasyonun ekzokrin pankreasa gore daha az oldugu gozlendi. Ayrica gallik asit+4-NF
grubundan elde edilen kesitlerde, likopen+4-NF grubundan elde edilen kesitlere gore 6zellikle

endokrin pankreas kisminda hiicresel dejenerasyonun daha az oldugu tespit edildi.

Yapilan literatiir taramasinda Li ve arkadaslarinin 4-NF’nin pankreas dokusu iizerinde
olusturdugu hasari tespit etmek amaciyla hematoksilen-cozin ve TUNEL boyama metotlarini
kullandig1 goriilmiis (Li ve digerleri, 2017), Triple boyama metodunun kullanildigi herhangi
bir calismaya ulagilamamistir. Bu nedenle 4-NF’nin pankreas dokusu iizerinde olusturdugu
hasarin tespiti ile ilgili yapilacak yeni ¢alismalarda Triple boyama metodunun uygulanmasi

gerektigi diisiniilmektedir.

Ancak yine bir endokrin bozucu olan ve pankreas dokusu iizerine 4-NF ile benzer
etkiler olusturan Bisfenol A (BFA) (Ropero ve digerleri 2008) ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
Triple boyama metodunun kullanildig1 (Ozaydin ve digerleri, 2018; Yildiz ve digerleri, 2020)
ve her iki ¢alismada da elde edilen kontrol grubu ve BFA grubu verilerinin bizim

calismamizda elde ettigimiz kontrol grubu ve 4-NF grubu ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Triple boyama metodu uygulanan kesitlerdeki, Langerhans adaciklarinda meydana
gelen hiicresel dejenerasyonun biiyiikliigiiniin semi kantitatif skorlar1 incelendiginde 4-NF
grubuna ait ratlarin Langerhans adaciklarindaki hiicresel dejenerasyonun belirgin sekilde
arttig1 goriildii. Istatistiksel analiz sonucu bu dejenerasyonun tesadiifen olusamayacak kadar
anlamli oldugu (P<0,001) tespit edildi. Diger gruplardan (kontrol, likopen, gallik asit, likopen
+ 4-NF ve gallik asit + 4-NF) elde edilen kesitlerde ise hiicresel dejenerasyon oranlarinin
birbirine yakin degerlere sahip oldugu tespit edildi. Buna gore 4-NF’nin pankreasin
Langerhans adaciklarinda meydana getirdigi hiicresel dejenerasyona karsi likopen ve gallik
asitin koruyucu etki gosterdigi degerlendirilmektedir. 4-NF’nin pankreas dokusu iizerinde

olusturdugu hasarin tespitinde Triple boyama metodunun kullanildigi herhangi bir ¢calismaya
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rastlanilmadigindan  dolayr elde ettigimiz verilerin yeni yapilacak caligmalarla

desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan ¢alismada pankreas dokusunun genel histolojik goriiniimiinii daha dogru tespit
etmek amaciyla ratlardan elde ettigimiz kesitlere Triple boyama metoduna ek olarak Peryodik
Asit-Schiff (PAS) boyama metodunu da uyguladik. PAS boyama ile pankreas dokusu
icerisinde karbonhidrat igerige sahip alanlarin, sahip olduklar1 karbonhidrat oranina bagl
olarak pembe mor arasi renge boyandiklar1 goriildii. Epitel hiicrelerinin yerlestigi bazal
membranin ve arter duvarlarmi olusturan elastik laminanin PAS ile tepkimeye girerek
boyanmasi sayesinde (Altunlu ve digerleri, 2010) pankreas dokusu igerisinde bulunan damar

caplarini da daha net bir sekilde degerlendirme firsat1 bulduk.

PAS boyama ile pankreas dokusu igerisinde glikojen ve glikoprotein gibi
karbonhidratlar iceren damarlarin bazal membran yapilar1 ve retikiiler lifler mor-menekse
renginde boyanirken zimojen graniiller igeren asinar hiicrelerin sitoplazmalar ile
cekirdeklerinin daha koyu mavi-mor renkle boyandigi goriildi. Bu nedenle endokrin
pankreas1 olusturan Langerhans adaciklar1 ekzokrin pankreasi olusturan asinar hiicreleri
arasinda daha soluk boyali alanlar olarak tespit edildi. Langerhans adaciklarinin aralarinda
mor menekse renkli boyanan kapilerlerin bulundugu ve bu kapilerler arasinda yer yer

birlesmis hiicre kordonlarinin oldugu tespit edildi.

Yapilan literatiir taramasinda 4-NF’nin pankreas dokusu iizerinde olusturdugu hasarin
tespiti amaciyla PAS boyama metodu uygulanmis herhangi bir ¢alismaya ulasamadik. Ancak
Abay’in diyabetli ratlarda selenyum ve taurinin pankreas dokusu iizerine etkilerini arastirdig
calismasinda, kontrol grubuna ait ratlarin pankreas dokusununun PAS boyama ile boyadig1
goriilmiistiir (Abay, 2008). Abay’in ¢alismasinda sundugu, kontrol grubuna ait kesitlerin
goriintiisii ve elde ettigi bulgular bizim ¢aligmamizda sunulan kontrol grubuna ait bulgular ve
goriintiiler ile uyumludur. Her iki ¢aligmada da ekzokrin pankreas koyu boyanirken endokrin
pankrasin soluk renkli boyandig1 ve Langerhans adaciklar igerisindeki kapiler damarlar ile

hiicre kordonlarimin belirgin sekilde goriildiigi dikkati cekmektedir.

Gergeklestirdigimiz literatiir taramasinda, sundugumuz ¢alismaya benzer herhangi bir
caligmaya rastlayamadigimiz ic¢in farkli boyama metotlar1 ile elde ettigimiz verileri
karsilastirarak bir yargiya varmaya calistik. Buna goére PAS boyama metodundan elde
ettigimiz sonuclar Triple boyama metodundan elde ettigimiz sonuglar ile uyumludur. Kontrol,

likopen ve gallik asit gruplarindan elde ettigimiz kesitler incelendiginde hem ekzokrin
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pankreas hem de endokrin pankreas dokularinda hiicresel dejenerasyonun olmadigi, ancak 4-
NF grubundan elde ettigimiz kesitlerde belirgin derecede hiicresel dejenerasyon oldugu,
hiicresel dejenerasyonun ozellikle Langerhans adaciklarinin kenar bolgelerinde yogunlastigi
goriildii. Ayrica PAS boyama metodu ile boyanan 4-NF grubuna ait kesitlerde hem endokrin
hem de ekzokrin pankreas dokusundaki arter, vena ve kapilarlarin damar geperlerinin
kalinlasarak daha koyu boyandigi ve doku igerisinde daha belirgin hale geldikleri goriildii. 4-
NF grubundan elde ettigimiz sonuglar Yalgin ve ekibinin 4-NF’nin artan dozlariyla yaptigi
calisma ile uyumludur. Yal¢in ve ekibi yaptig1 calismada 4-NF’nin glomertiler kilcal damarlar
etrafindaki kollajen liflerinin dagiliminda belirgin bir artis oldugunu bildirmistir (Yal¢in ve

digerleri, 2024).

Yine Triple boyama metodundan elde ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak beslenmeleri
sirasinda likopen+4-NF ve gallik asit+4-NF verilen gruplardan elde ettigimiz kesitlerde
ekzokrin ve endokrin pankreas dokularindaki hiicresel dejenerasyonun oldukca azaldigi,
ozellikle gallik asit+4-NF grubunda pankreas dokusundaki dejenerasyonun daha ¢ok azaldigi
ve damar kalinliklarinin da kontrol grubuyla benzer yapida oldugu goriildii. Bu veriler
1s1g¢inda likopen ve gallik asitin 4-NF’nin toksik etkilerine karsi koruyucu etkisinin oldugu

degerlendirilmektedir.

Yapilan calismalarda 4-NF’nin zararli etkileri (Krupinski ve digerleri, 2014) ile
insanlarda obezite, diyabet, organ yetersizligi ve fonksiyon bozukluklar1 goriilmesinin yani
sira  kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve periferik vaskiiler sistemlerde de hasarlar
olusturdugu tespit edilmistir (Alemzadeh ve Wyatt, 2002; Saka, 2002; World Health
Organization, 1999; Kazemi ve digerleri, 2016). Yapilan bir baska calismada, 4-NF’ye uzun
slire maruz kalan ratlarda karacigerin insiilin sinyalleme yolaklarinda meydana gelen
bozulmalara bagl olarak Tip-2 diyabet gelistigi belirtilmistir (Jubendradass ve digerleri,
2012b)

Diyabette damar fonksiyonlarinin bozulmasinda ilk etkili faktor hipergliseminin endotel
fonksiyonlarini degistirmesidir (Brownlee, 2001). Glikoz endotel ve diiz kas hiicrelerine
insiilinden bagimsiz olarak kolaylastirilmis difiizyon ile gegmektedir. Diiz kas hiicrelerinde
glikoz gegisleri otoregiilatdr mekanizmalar ile diizenlenir ancak endotel hiicrelerinde ise bu
tiir mekanizmalar bulunmadigi i¢in kan glikoz seviyesi arttikca endotel hiicrelerine giren

glikoz miktar1 da artarak birikmeye baglar (Kofler ve digerleri, 2005).
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Deneysel diyabet caligmalarinda kullanilan streptozotosinin (STZ) pankreasa zarar
verdigi, dokularda oksidatif stres olusturdugu ve nitrik oksit yapilarini bozarak diyabete neden
oldugu kanitlanmistir (Houslay, 1992). Yine ratlarla yapilan bir baska ¢alismada, 4-NF’nin
mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres yoluyla pankreas hasarina neden oldugu, sonug
olarak insiilin salinimini azalttig1 ve ratlarda diyabete neden oldugu tespit edilmistir (Li ve
digerleri, 2017). Diyabetle birlikte artan oksidatif stres ve buna bagli olusan patolojik siirecler
endotel tabakasinda fizyolojik ve morfolojik degisikliklerin meydana gelmesine ve buna bagh

olarak da vaskiiler komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir (Oztiirk, 2018).

Diyabette glikozilasyonun artmasi sonucu okside olmaya baslayan proteoglikanlar
nedeniyle ortamda serbest oksijen radikalleri olusur (Akgiil ve digerleri, 1999; Cengiz ve
Cengiz, 2014). Olusan serbest oksijen radikalleri parcalanmaya dayanikli protein olusumunda
artisa ve damar duvarindaki proteoglikanlarin yapisinda degisime neden olur. Diyabet kapiler
bazal membranin yapisinda bulunan heparin siilfat, laminin ve fibronektin gibi major
molekiillerin bozulmasina, parcalanmaya dayanikli hale gelerek kapilar bazal membranin
kalinlagsmasina, endotel hiicrelerin yap1 ve fonksiyon kaybina neden olmaktadir (Barnett,

1993; Aiello ve digerleri, 1995).

Yine STZ verilen ratlarin glomeriiler bazal membranlarinda, laminin ve fibronektin
artist gozlemlendigi (Brees ve digerleri, 1996), bazal membranda kalinlagma, atrofi, epitel
dokiilmesi ve vakuolizasyon oldugu tespit edilmistir (Ketani ve digerleri, 2015). Diyabetli
kisilerde ve deneysel diyabet uygulanan deney hayvanlarinda nefropati sonucu ekstraseliiler
matriks bilesenlerinin birikimi sonucu glomerulus ve tiibliler bazal membranin kalinlastigi
PAS boyama ile tespit edilmistir (Cam ve digerleri, 2003; Lehmann ve Schleicher, 2000;
Oztiirk ve digerleri, 2005; Singh ve Crook, 2000; Reeves ve Andreoli, 2000; Ketani ve
digerleri, 2015; Kili¢ ve digerleri, 2017).

Yukarida bahsedilen g¢aligmalar ve 4-NF verilen gruptaki ratlardan elde ettigimiz
kesitlerdeki gorintiiler birlikte degerlendirildiginde; 4-NF’nin, damarlardaki bazal
membranlarda laminin, fibronektin ve heparin siilfat gibi molekiillerin yapisini bozarak
birikmesine, bazal membranin kalinlagmasina, damar endotel hiicrelerinin yap1 ve
fonksiyonunun bozulmasina neden oldugu, bu nedenle de Langerhans adaciklarinda iiretilen
insiilin hormonunun kana yeterince salgilanamadigi ve kanda glikoz diizeyinin gittikce
artmaya bagslamasiyla insanlarda ve diger canlilarda diyabete neden olabilecegi

degerlendirilmektedir. PAS boyamada, 4-NF verilen gruptan elde edilen kesitlerde damarlarin
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daha kalin goriilmesinin nedeninin kanda artan glikozun endotel hiicrelerine girerek burada

birikmesi ve bazal membranin kalinlasmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmektedir.

Sunulan c¢alismada pankreas dokusunun genel histolojik goriiniimiiniin net
degerlendirilebilmesi igin diger boyama metotlarinin yani sira hematoksilen-eozin (HE)
boyama metodunu da uyguladik. HE boyama metodu ile pankreasin asiner hiicrelerinin,
Langerhans adaciklarindaki endokrin hiicrelerin ve kanal hiicrelerinin ¢ekirdekleri
hematoksilen sayesinde mavi-mor renge boyanirken, asinar hiicrelerin sitoplazmasi, bag doku
lifleri, kanallar ve damarlar eozin sayesinde pembe-kirmizimsi (koyu pembe) renge boyandi.
Endokrin pankreasi olusturan Langerhans adaciklar1 ekzokrin pankreasa gore daha az protein
graniiller icerdigi i¢in soluk pembe renge boyandi. Bdylece Langerhans adaciklari koyu

pembe boyanmis ekzokrin pankreas dokusu igerisinde agik pembe alanlar seklinde tespit

edildi.

Hematoksilen-eozin boyama metodundan elde ettigimiz sonuglar Triple boyama metodu
ve PAS boyama metodundan elde ettigimiz sonuglar ile olduk¢a uyumludur. Ayrica Li ve
ekbinin yaptigi calismadaki HE boyama metodu ile elde ettikleri kontrol grubu 1sik
mikroskobu goriintiisii (Li ve digerleri, 2017) ile Yu ve ekibinin gergeklestirdigi calismadaki
HE boyama metodu ile elde ettikleri kontrol grubu ve ¢ok diisiik diizey (0.02 pg/kg/giin) NF
verilen grubun 151k mikroskobu goriintiisii (Yu ve digerleri, 2018) ¢aligmamizda sunulan ve
HE boyama metodu ile elde edilen kontrol grubu 1sik mikroskobu goriintiisii ile benzerdir.
Kontrol grubuna ait ekzokrin pankreas dokusunda ve Langerhans adaciklarinda diger
caligmalarla uyumlu olarak (Li ve digerleri, 2017; Yu ve digerleri, 2018) hiicresel
dejenerasyona rastlamadik. Kontrol grubu ile benzer olarak likopen ve gallik asit gruplarindan
elde ettigimiz kesitlerde de hem endokrin hem de ekzokrin pankreas dokusunda hiicresel
dejenerasyona rastlamadik. Ancak 4-NF grubundan elde ettigimiz kesitlerde belirgin derecede
hiicresel dejenerasyon oldugu goriildii. Bu durum yukarida anilan ¢alismalarla benzerlik
gostermektedir (Li ve digerleri, 2017; Yu ve digerleri, 2018). Li ve ekibinin yaptig1 ¢calismada
90 giin boyunca giinliik 20 mg/kg, 60 mg/kg ve 180 mg/kg artan dozlarda 4-NF verilmesi
ekzokrin ve endokrin pankreas iizerinde doza bagli olarak artan derecede hiicresel
dejenerasyon olusturdugunu kanitlamistir. Ayrica Li ve ekibinin yaptigi ¢caligmada 60 mg/kg
ve 180 mg/kg dozlarda uygulanan 4-NF sonucu pankreas dokusunda olusan hiicresel
dejenerasyonun bizim g¢alismamizdakine gore fazla oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeninin
uygulanan doz siiresinin daha fazla olmasindan kaynaklandigi diisliniilmektedir (Li ve

digerleri, 2017). Yine Yu ve ekibinin yaptig1 ¢calismada da 180 giin boyunca giinliik 0,2 pg/kg
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(NP-M-ND) ve 2 pg/kg/ (NP-H-ND) 4-NF verilen gruplardan elde edilen goriintiilere
calismamizda sunulan goriintiiler benzerlik gostermektedir. Bunun nedeninin ratlara verilen 4-
NF’nin diisiik doz olmasina ragmen uygulama siiresinin uzunlugundan kaynaklandig1 tahmin

edilmektedir (Yu ve digerleri, 2018).

Ozellikle Langerhans adaciklarinin ¢evresinde ve ekzokrin pankreas dokusu igerisinde
hiicresel dejenerasyonun yogunlastigi tespit edildi. Bu bulgumuz da diger ¢aligmalar (Li ve
digerleri, 2017; Yu ve digerleri, 2018) ve Triple boyama metodu ile PAS boyama

metodundan elde ettigimiz sonuglarla uyumludur.

Benzer sekilde likopent+4-NF ve gallik asit+4-NF verilen gruplardan elde ettigimiz
kesitlerde pankreas dokusundaki hiicresel dejenerasyonun oldukga azaldigi, 6zellikle de gallik
asit+4-NF grubunda hiicresel dejenerasyona neredeyse hi¢ rastlanmadigi ve kontrol grubuyla
benzer goriiniimde oldugu tespit edildi. Yaptigimiz literatiir taramasinda 4-NF’in pankreas
dokusu iizerine zararli etkilerine karsi likopen ve gallik asitin koruyucu etkisini arastiran
herhangi bir ¢alismaya veya histomorfolojik veriye rastlayamadik. Ancak gallik asit (Akbari,
2020; Sohrabi ve digerleri, 2020; Lee ve digerleri, 2013; Jang ve digerleri, 2008; Umadevi ve
digerleri, 2014; Hussein ve digerleri, 2020; Cakir ve digerleri, 2023) ve likopenin (Cadenas,
1996; Sabbag ve Siirliciioglu, 2011; Imran ve digerleri, 2020; Khan ve digerleri, 2021)
antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal, antikanser, antiinflamatuvar, kardiyoprotektif,
noroprotektif, antidiyabetik ve hepatoprotektif etkileri ile pankreas, karaciger, kalp ve akciger
gibi birgok organ iizerinde kanser Onleyici ve hasar giderici 6zelliklerinin oldugu tespit
edilmistir. Yaptigimiz calismadan elde edilen veriler, bu bilgiler 1s181inda degerlendirildiginde
likopen ve gallik asitin, 4-NF’nin pankreas dokusunda olusturdugu toksik hasara karsi

koruyucu etki gosterdigini akla getirmektedir.

GA’nin likopene gore 4-NF’nin toksik etkilerine karsi daha koruyucu olmasini ise su
sekilde agiklayabiliriz. Yapilan c¢aligmalarda likopenin yiiksek konsantrasyonlarda
alinmasimin hiicrelerde pro-oksidan, diisiik konsantrasyonlarda alinmasinin ise antioksidan
ozellik gosterdigi tespit edilmistir (Bowen ve digerleri, 2002; Sahin ve digerleri, 2019).
Ayrica likopenin pro-oksidan aktivitesinin dokulardaki likopen ve oksijen konsantrasyonuna,
diger antioksidanlarla olan etkilesimine ve daha bir¢cok hiicresel unsura bagli oldugu
bildirilmistir (Caseiro ve digerleri, 2020; Palozza, 1998). Yine yapilan ¢alismalarda yiiksek
konsantrasyonlarda alinan likopenin, hiicrelerdeki pro-oksidan etkisiyle reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimini arttirdigt ve bu durumun da hiicre hasarina neden oldugu belirtilmistir

(Caseiro ve digerleri, 2020). Sundugumuz ¢alismada giinliik 10 mg/kg dozda sadece likopen
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verilen grubun pankreas dokusu histomorfolojik olarak incelendiginde herhangi bir hasar
olmadigi, kontrol grubu ile benzer 6zellik gosterdigi, ancak ayn1 dozda likopenin, likopen+4-
NF grubunda, 4-NF’nin etkisiyle kismi1 pro-oksidan ozellik gostererek 4-NF’nin olusturdugu
hasar1 tam olarak tamir edemedigi tahmin edilmektedir. Yapilan ¢calismalarda birgok ¢evresel
kirleticinin hiicrelerin prooksidan/antioksidan dengesini bozdugu ve bdylece oksidatif strese
neden oldugu bildirilmistir (Ho ve digerleri, 1998). Pro-oksidan etkili C vitamini ile ilgili
yapilan ¢aligsmalarda, C vitaminin pro-oksidan etkisinin, endokrin bozucu molekiiller (NF, OF
ve BFA) ile arttigi, buna bagli olarak karaciger (Korkmaz ve digerleri, 2010), bobrek
(Korkmaz ve digerleri, 2011) ve erkek tireme sisteminde (Aydogan ve digerleri, 2010) doku
hasarina neden oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda likopen hasar1 arttirmamis olsa da
NF ile birlikte géstermis oldugu pro-oksidan etkisi nedeniyle tam bir iyilesme saglayamadigi
diisiiniilmektedir. Yine de farkli boyama metotlar1 ile elde ettigimiz bu tiir histomorfolojik

bulgularin yapilacak ek ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen kesitlerde pankreas dokusunda apoptozis
durumunun tespiti ve dejenerasyon bilyiikliigiiniin anlagilmasi amaciyla Streptavidin-biotin
peroksidaz boyama metodu kullanilarak, caspase-3 primer antikoru ile boyama yapildi ve
sonrasinda Langerhans adaciklarinda meydana gelen apoptozun boyutu subjektif olarak
degerlendirildi. Caspase-3 aktivitesi ile apoptozisin indiiklendigi ve bu durumun hiicrede
kromatin yogunlasmasi ve DNA pargalanmasi gibi morfolojik degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir (Liu ve digerleri, 1997; Kudo ve digerleri, 2004). Ayrica 4-NF maruziyetinin de
caspase-3 aktivasyonunu arttirarak, kromatin yogunlagsmast ve DNA parcalanmasini
indiikledigi bilinmektedir (Kudo ve digerleri, 2004; Ceylan ve digerleri, 2023). Gong ve
ekibinin sertoli hiicrelerinde 4-NF’nin etkisini arastirdigi ¢alismasinda; 4-NF'nin sertoli
hiicrelerinde hiicre i¢i Ca?* homeostazisini bozdugunu, endoplazmik retikulumda (ER) yapisal
degisiklikler olusturdugunu, buradan hareketle 4-NF'nin rat sertoli hiicrelerinde ER stresine
neden olabilecegini ve bunun da sertoli hiicrelerini apoptoza siiriikleyebilecegini

belirtmislerdir (Gong ve digerleri, 2009).

Caspase-3 ile boyanan kesitlerde immiinohistokimyasal olarak yapilan genel
degerlendirmede; Langerhans adaciklarinin, ¢evresindeki asinar hiicrelere gore daha koyu
alanlar seklinde boyandig1 goriildii. Kontrol grubundaki kesitlerde apoptoza ugramis hiicreler
ve hiicresel dejenerasyona rastlamadik. Elde ettigimiz bu veriler Li ve ekibinin ¢aligmasindan
elde ettigi veriler ile uyumludur (Li ve digerleri, 2017). Benzer sekilde likopen ve gallik asit

gruplarindan elde ettigimiz kesitlerin de kontrol grubu ile benzer 6zellik gosterdigi, onceki
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boyama metotlarindan elde ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak belirgin yogunlukta apoptoza

ugramis hiicreler ile hiicresel dejenerasyonun bulunmadigi goriildii.

Beslenmeleri sirasinda 4-NF verilen gruplara ait kesitler incelendiginde, caspase-3
ekspresyonu agisindan Langerhans adaciklarinin ekzokrin pankreasa goére daha koyu
boyandig1 bu nedenle Langerhans adaciklari igerisinde belirgin bir sekilde apoptoza ugramis
bir¢ok hiicrenin oldugu, bu hiicrelerin diger adacik hiicrelerine gore daha koyu kahverengiye
boyandig1 goriildii. 4-NF ile gergeklestirilen benzer ¢alismalarda, 4-NF’nin ratlarda doza
bagimli olarak mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 ve oksidatif stres yoluyla pankreas
dokusuna zarar verdigi ve apoptozu arttirdigi, TUNEL boyama metodu (Li ve digerleri; 2017)
ve transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii ile (Tao ve digerleri, 2022) tespit etmislerdir.
S6z konusu calismalardan elde edilen veriler ¢alismamizdaki 4-NF grubundan elde ettigimiz
veriler ile uyumludur. Ayrica 4-NF’nin farkli dokularda apoptozu indiikledigine dair
calismalar da mevcuttur. Yao ve ekibinin yaptig1 ¢calismaya gore de 4-NF rat timositlerinde
apoptozu indiiklemekte ve immiin sistemi olumsuz etkilemektedir (Yao ve digerleri, 2005).
Bizim ¢alismamiz ve yapilan diger ¢alismalar 4-NF’nin hiicrelerde apoptozu tesvik ettigini
gostermektedir. Bunun yaninda yapilan baz1 ¢alismalarda 4-NF’nin kandaki insiilin seviyesini
ve glikoz metabolizmasini degistirebilecegini bildirilmistir. Ancak Li ve ekibinin tespitine
gore sunulan veriler arasinda ¢eliskiler bulunmaktadir. Buna gore; Jubendradass ve ekibi
yaptig1 calismalarda kisa siireli 4-NF maruziyetinin kan glikoz seviyelerini diislirdiiglinii ve
serum insiilin seviyelerini artirdigini (Jubendradass ve digerleri, 2011) ancak uzun siireli 4-NF
maruziyetinin hem kan glikoz hem de serum insiilin seviyelerini artirdigin1 bildirmistir
(Jubendradass ve digerleri, 2012b). Bununla birlikte Song ve ekibi, 4-NF'ye kisa siireli
maruziyetin kan glikozunda artisa ve serum insiilininde azalmaya yol ac¢tigini belirtmistir
(Song ve digerleri, 2012). Adachi ve ekibi ise, 4-NF'ye uzun siireli maruziyetin insiilin
salgilanmasimi  artirdigini, ancak kisa siireli maruziyetin insiilin  salgilanmasini
degistirmedigini iddia etmislerdir (Adachi ve digerleri, 2005). Li ve ekibi yukaridaki
tespitlerinden sonra 4-NF’nin yagda ¢6ziinmesi ve uzun yari omrii nedeniyle canlilarda
kolayca birikebilmekte oldugunu ve toksik etkilere neden oldugunu, ancak uzun siireli 4-NF
maruziyetinin, insiilin salinimi, pankreas hasar1 ve pankreas fonksiyonlar1 tizerindeki olumsuz
etkilerinin dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir (Li ve digerleri, 2017). Sunulan ¢alismada
4-NF’nin pankreas fonksiyonlarinda olusturdugu bozulmalar ve insiilin salinimi tizerindeki
etkileri aragtirilmamigtir. Ancak Li ve ekibinin bulgulariyla uyumlu olarak 4-NF’nin pankreas

doku hasarina neden oldugu tespit edilmistir.
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Beslenmeleri sirasinda likopen+4-NF ve gallik asit+4-NF verilen guruplarindan elde
edilen kesitler caspase-3 ile boyandiginda, her iki grubun da endokrin ve ekzokrin pankreas
dokularinin birbiri ile benzer goériinlime sahip oldugu goriildi. Her iki gruptaki dokularin
kontrol grubu ile yakin benzer goriinlime sahip olduklari, Langerhans adaciklariin ekzokrin
pankreasa gore bir miktar daha koyu ve adacik hiicrelerinin genel olarak homojen boyandigi
ancak adacik kenarlarinda apoptoza ugramis hiicre gruplarinin yer yer var oldugu, buna
ragmen apoptotik hiicre gruplarmin oldukga azaldigi tespit edildi. Caspase-3 ekspresyonu
hakkinda likopen+4-NF ve gallik asit+4-NF gruplarindan elde ettigimiz sonuglar diger
boyama metotlarindan elde ettigimiz sonuglarla olduk¢a uyumludur. Buna gore; 4-NF’nin
pankreas dokusu lizerine olan zararli etkisine karst likopen ve gallik asitin koruyucu etkisi
oldugu diisliniilmektedir. Calismamizda, 4-NF'ye maruz kalan ratlarin pankreas dokusunda
caspase-3 immiinoreaktivitesinin arttigini gézlemledik. Bu durum, 4-NF’ye maruz kalmanin
pankreas hiicrelerinde apoptozuna neden olabilecegini gostermektedir. 4-NF+Likopen ve 4-
NF+Gallik  asit  grubundaki ratlarin  pankreas doku  orneklerinde  caspase-3
immiinoreaktivitesinin azaldigin1 gozlemledik. Boylece likopen ve gallik asitin, 4-NF’nin

etkisiyle pankreas dokusunda artan apoptoza kars1 koruyucu oldugunu tespit ettik.

Yaptigimiz literatiir taramasinda, likopen ve gallik asitin, 4-NF’nin pankreas dokusunda
neden oldugu apoptoza karst koruyucu etkisini konu edinen herhangi bir g¢alismaya
rastlayamadik. Bu nedenle elde ettigimiz verilerin yapilacak yeni c¢aligmalarla

desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kontrol ve deney gruplarmin pankreas kesitleri caspase-3  antikoruyla
immiinohistokimyasal olarak boyandiktan sonra endokrin pankreas dokusunda meydana gelen
apoptozisin biiylikligi ile ilgili semi-kantitatif skorlama degerleri incelendi ve kontrol,
likopen ile gallik asit gruplarindaki ratlarin endokrin pankreas dokularinin normal goriiniime
sahip oldugu, 4-NF grubuna ait ratlarin endokrin pankreaslarinda apoptozisin arttig1 ve elde
edilen istatistiki bulgunun (P<0,001) istatistiksel olarak cok giiclii ve anlamli oldugu
belirlendi. Likopen +4-NF ve gallik asit+4NF gruplarindaki ratlarin endokrin pankreas
dokularindaki apoptozisin kontrol grubuna goére fazla ancak 4-NF grubuna goére daha az
oldugu ve bu degerlerin de anlamli oldugu goériildii (P<0,001). Elde edilen bu verilere gore de
4-NF grubu pankreasin Langerhans adaciklarinda apoptozisi indiiklemekte oldugu, buna

karsin likopen ve gallik asitin koruyucu etki gosterdigi diistiniildii.

Streptavidin-peroksidaz  boyama metoduyla pankreasta insuliin  ekspresyonu

incelendiginde; kontrol ve deney gruplarindan elde ettigimiz histomorfolojik bulgular Li ve
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ekibinin insulin antikoru boyamasindan elde ettigi bulgular ile uyumludur. Caligmamizda
kontrol grubundan elde ettigimiz mikroskobik goriintiiler ile Li ve ekibinin kontrol grubundan
elde ettigi mikroskobik goriintiiler uyusmaktadir. Yine ¢alismamizda sundugumuz likopen ve
gallik asit grubundan elde ettigimiz mikroskobik goriintiiler Li ve ekibinin kontrol grubundan
elde ettikleri mikroskobik goriintiiler ile benzer yapidadir. Ayrica bu veriler 6nceki boyama
metotlarindan elde ettigimiz veriler ile uyumludur. Calismamizda sundugumuz 4-NF grubuna
ait Langehans adaciklarinin mikroskobik goriintiileri Li ve ekibinin 90 giin boyunca ratlara
farkl1 dozlarda (20 mg/kg, 60 mg/kg ve 180 mg/kg) uyguladigi 4-NF gruplarina ait
mikroskobik goriintiiler ile benzemektedir. Hem bizim mikroskobik goriintiilerimizde hem de
Li ve ekibinin mikroskobik goriintiilerinde Langerhans adaciklarinda bariz dejenerasyonlar
oldugu ve adaciklarin kiiciildiigli goriilmektedir. Ancak Li ve ekibinin elde ettigi mikroskobik
goriintlilerde adaciklardaki dejenerasyon ve kiiciilme bizim elde ettigimiz goriintiilerdeki
adacik dejenerasyonu ve kiigiilmesine gore oldukga fazladir (Li ve digerleri, 2017). Bu
durumun ratlara uygulanan 4-NF siiresinin ve 180 mg/kg’lik grupta doz miktarinin fazlalig

oldugu diistintilmektedir.

Insulin antikorunun immiinohistokimyasal bulgularna ait istatistiki analizler sonucu
elde edilen veriler incelendiginde, 4-NF grubunda adacik sayisinin kontrol grubuna gore
azaldig1, adacik ¢ap ve alan degerlerinin ise kontrol grubuna gore kii¢tildiigii tespit edilmistir.
Calismamizda elde ettigimiz veriler daha once gergeklestirilen benzer caligmalar (Li ve
digerleri, 2017; Yu digerleri, 2018) ile uyumludur. Li ve ekibi yaptig1 calismada Langerhans
adacik ¢ap ve alanlarinin doza bagl bir sekilde azaldigini, 6zellikle giinliik 60 mg/kg ve 180
mg/kg dozda 4-NF verilen gruplarda bu azalmanin 6nemli dl¢lide oldugu bildirmistir (Li ve
digerleri, 2017). Yine Yu ve ekibi yaptig1 ¢calismada orta (giinliik 0,2 pg/kg (NP-M-ND)) ve
yiiksek (glinliik 2 pg/kg/ (NP-H-ND)) dozlarda 180 giin boyunca 4-NF verilen ratlardan elde
ettikleri kesitlerde Langerhans adacik sayisi ve adacik boyutunda kiigiilmeler oldugunu

bildirmislerdir (Yu ve digerleri, 2018).

Sundugumuz c¢alismada likopen ve gallik asit gruplarinin kontrol grubu ile yakin
degerlerde adacik sayisina sahip oldugu, bunun yaninda likopen+4-NF ve gallik asit+4-NF
gruplarinda adacik sayisinin, 4-NF grubundan fazla, kontrol grubundan az oldugu tespit
edilmistir. Bu durum likopen ve gallik asitin 4-NF’nin Langerhans adaciklar1 tizerindeki
olumsuz etkisine karsi adacik sayisini ve boyutunu korumaya yardimci oldugunu
gostermektedir. Sundugumuz caligsmada, farkli boyama metotlar ile elde ettigimiz veriler,

insulin antikoruyla yapilan boyama yontemi ile elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.
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4-NF’nin pankreas dokusunda olusturdugu toksik etkiye karsin likopen ve gallik asitin
koruyucu etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma olmadigindan likopen+4-NF ve gallik asit+4-NF
gruplarindan elde ettigimiz verileri baska calismalar ile kiyaslayamadik. Bu nedenle elde
ettigimiz verilerin, 4-NF’nin pankreas dokusunda olusturdugu toksikasyona karsi, farkli doz
ve stirelerde likopen ve gallik asit kullanilarak yapilacak yeni ¢alismalarla desteklenmesine

ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez ¢aligmasinda, 6zellikle gida ve temizlik alanlarinda yaygin olarak maruz
kalinan 4-NF‘ye bagli pankreas hasar1 histolojik, histomorfolojik, immunohistokimyasal ve
istatistiksel olarak belirlendi. Calismada; kontrol, gallik asit ve likopen gruplarinin benzer
histomorfolojik goriiniime sahip oldugu, 4-NF grubuna ait dokularda ise bariz hiicresel
dejenerasyonlarin oldugu, buna karsin gallik asit + 4-NF ve likopen + 4-NF gruplarinda
hiicresel dejenerasyon ve hiicre kayiplarinin, 4-NF grubuna gore olduk¢a azaldigi hem
histomorfolojik hem de immiinohistokimyasal olarak goriildii. Buna gore; 4-NF’nin neden
oldugu toksikasyona karsi likopen ve gallik asitin, pankreas dokusu iizerinde koruyucu
etkisinin oldugu tespit edildi. Ozellikle gallik asitin likopene gore 4-NF’nin pankreas
dokusunda olusturdugu hasara karst daha koruyucu oldugu sonucuna ulasildi. Likopen ve
gallik asitin kullanim siiresine ve dozuna bagli olarak metabolik olumsuz etkilerinin de
olabilecegi 6ngoriildiigiinden, bu maddelerin 4-NF gibi endokrin bozuculara karsi, farkli doz

ve siirelerde kullanima ile ilgili daha kapsamli ek calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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