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Sicanlarda Sodyum Arsenit ile Olusturulan Kalp Toksisitesi Uzerine Karvakrol’un
Kardiyoprotektif Etkileri

Cardioprotective Effects of Carvacrol on Sodium Arsenite-Induced Cardiac Toxicity in Rats

Sibel Cigdem TUNCER?, Ozge KANDEMIR?, Cihan GUR®

oz

Girig: Sodyum arsenit, toksik bir bilesik olup
milyonlarca insanin sagligini etkilemektedir. Uzun
stireli arsenit maruziyeti sonucunda kalp, bobrek ve
karaciger basta olmak iizere viicutta bircok doku
etkilenmektedir. Karvakrol (KRV), kekik, karabiber
gibi  bitkilerde bulunan anti-inflamatuvar  ve
antioksidan etkilere sahip dogal bir flavanoidtir. Bu
calismada sodyum arsenit kaynakli1 kalp hasari iizerine
dogal bir antioksidan olan KRV’iin kullanimi ve
muhtemel etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal-Metot: 14 giin boyunca 10 mg/kg dozda
sodyum arsenit uygulamasi yapildiktan 30 dakika
sonra 25 veya 50 mg/kg KRV uygulamasi yapildi. 15.
giinde 35 adet hayvan dekapite edilerek kalp dokulari
alind1 ve biyokimyasal analizler yapildi.

Bulgular:  Sodyum arsenit kalp dokusunda
inflamasyon, oksidatif stres, otofaji, apoptoz ve ER
stres markirlarinin diizeylerini kontrol grubuna gore
arttirdr (P<0,05). KRV uygulamasiyla birlikte tiim bu
artis miktarlarinda azalmalar meydana gelmistir
(P<0,05).

Tartigma: Sodyum arsenit kaynakli
kardiyotoksisitede KRV'in  potansiyel koruyucu
ozelliklere sahip oldugu sonucuna varildi.

Anahtar  Kelimeler:  Inflamasyon,
Sodyum Arsenit, Toksisite, Oksidatif Stres

Karvakrol,

ABSTRACT

Introduction: Sodium arsenite is a toxic compound
affecting millions of people's health. As a result of
long-term arsenite exposure, many tissues in the body
are affected, especially the heart, kidney, and liver.
Carvacrol (KRV) is a natural flavonoid with anti-
inflammatory and antioxidant effects found in plants
such as thyme and black pepper. This study aimed to
investigate the use and possible consequences of
KRV, a natural antioxidant, on sodium arsenite-
induced heart damage.

Material-Methods: 25 or 50 mg/kg KRV was
administered 30 minutes after sodium arsenite was
administered at a dose of 10 mg/kg for 14 days. On
the 15th day, 35 animals were decapitated and their
heart tissues were taken and biochemical analyzes
were performed.

Results: Sodium arsenite increased the levels of
inflammation, oxidative stress, autophagy, apoptosis,
and ER stress markers in heart tissue compared to the
control group (P<0.05). With the application of KRV,
decreases occurred in all these increases (P<0.05).

Discussion: It was concluded that KRV has
potential protective properties in sodium arsenite-
induced cardiotoxicity.

Keywords:  Carvacrol, Inflammation,  Sodium

Avrsenite, Toxicity, Oxidative Stress
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Toksik bilesenler, hem dogal hem de
insan kaynakli olarak ¢evre Kirlenmesine
neden olmaktadir. Agir metaller, ¢evresel
kirleticilerden olup toksik etkileri nedeniyle
genel bir halk sorunu haline gelmistir.!
Arsenik bilesenleri, insanlar i¢in kanserojen
olarak kabul edilen agir metal toksik
maddelerdir. Bu bilesiklerden insan ve
hayvan saglig1 i¢in en tehlikeli olan1 sodyum
arsenittir (SA).2

Arsenik bilesikleri, 6zel cam tiirleri, ahsap
koruyucular, herbisitler, bocek oOldiiriiciiler
ve ayrica kan kanseri tedavisi i¢in ilaglar
yapmak i¢in kullanilir. Arsenik maruziyetinin
ana kaynagi, saglig1 tehlikeye atan arsenikle
kontamine gidalarin ve sularin
kullanilmasidir.? Diinya capinda yaklasik 200
milyon insanin, kontamine olmus yiyecek ve
su veya mesleki nedenlerle arsenik
zehirlenmesinden etkilendigi tahmin
edilmektedir.*

Epidemiyolojik ¢alismalara gore uzun
stireli arsenik maruziyeti, kanserler, karaciger
ve bobrek hastaliklari, norolojik bozukluklar,
diyabetes mellitus, anemi, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler bozukluklar, erkek ve kadin
ireme anormallikleri gibi ¢ok cesitli
hastaliklara yol acabilmektedir.’ Arsenik
maruziyeti sonucunda antioksidan
kapasitenin azalmasina bagli miyokardiyal
hasar, kardiyak aritmiler ve kardiyomiyopati
meydana gelmektedir.®

GIRIS

Arsenik, reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerinin agir1 iretimi, hiicrelerin antioksidan
kapasitesinin zayiflatilmasi ve DNA onarim
mekanizmalarinin ~ baskilanmasi  yoluyla
oksidatif strese neden olur. Bununla birlikte,
hiicrede hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan molekiillerin konsantrasyonlarini
diistirtir.”

Arsenit gibi toksik maddelerin neden
oldugu oksidan lehine bozulmus, bu nedenle
oksidan/antioksidan homeostazini1 korumak
icin antioksidanlarin kullanilmasinin gerekli
olabilecegi bildirilmistir.?

Karvakrol (KRV), kekik, karabiber ve
yabani bergamot esansiyel yaglarinda dogal
olarak bulunan baskin bir monoterpen fenolik
bilesendir.’® KRV, sadece antioksidan
aktiviteyi arttirmakla kalmayip
inflamasyonda da etkili genleri diizenleyerek
inflamasyona kars1 etki gostererckte anti-
inflamatuvar, anti-oksidan, anti-spazmodik,
immiinomodiilator, anti-kanser ve
kemoprotektif etkilere sahiptir.'°

Bu ¢alismada amag, SA’nin neden oldugu
kalp toksisitesine kars1 KRV'nin potansiyel
koruyucu etkisini aragtirmaktir. Bu etkiyi
gosterebilmek icin oksidatif  stres,
inflamasyon, apoptoz ve oksidatif DNA
hasar1 belirteclerinin aktiviteleri analiz edildi.

MATERYAL VE METOT

Deney Gruplan

Calismada kullanilan 35 adet erkek
Sprague dawley sigan (10-12 haftalik, 230-
250 gr) Atatiirk Universitesi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden
(Erzurum, Tirkiye) temin edildi. Deney
hayvanlan standart kosullar altinda (24 + 1
°C ve %45 £ 5 nem, 12 saat karanlik ve 12
saat 151k dongiisiine tabi) barindirildi.
Diyetlerinde, standart sican yemi ve musluk
suyu ad libitum olarak verildi.

Calisma, her bir grupta 7 hayvan olacak
sekilde 5 farkli gruptan olusturuldu ve dozlar
literatiirden faydalanilarak belirlendi;!

1- Kontrol Grubu: Hayvanlara 14 giin
boyunca oral yolla serum fizyolojik ve misir
yag1 verildi.

2- Karvakrol Grubu (KRV): Hayvanlara
14 glin boyunca musir yaginda 50 mg/kg
dozunda ¢ozdiiriilen karvakrol oral yolla
verildi.

3- Sodyum  Arsenit  Grubu  (SA):
Hayvanlara 14 giin boyunca serum fizyolojik
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icerisinde 10 mg/kg dozunda ¢o6zdiiriilen
sodyum arsenit oral yolla verildi.

4- Sodyum Arsenit + Karvakrol 25
Grubu (SA+KRV25): Hayvanlara 14 giin
boyunca serum fizyolojik igerisinde 10
mg/kg dozunda ¢o6zdiiriilen sodyum arsenit
oral yolla verildikten 30 dakika sonra misir
yaginda 25 mg/kg dozunda ¢o6zdiiriilen
karvakrol oral yolla verildi.

5- Sodyum Arsenit + Karvakrol 50
Grubu (SA+KRV50): Hayvanlara 14 giin
boyunca serum fizyolojik igerisinde 10
mg/kg dozunda ¢ozdiiriilen sodyum arsenit
oral yolla verildikten 30 dakika sonra misir
yaginda 50 mg/kg dozunda ¢ozdiiriilen
karvakrol oral yolla verildi.

Tiim kimyasallar analitik safliklarda olup
Sigma (A.B.D.) firmasindan temin edilmistir.

Dokularin Alinmasi

Son SA uygulamasindan 24 saat sonra
(15.giin) siganlar, hafif sevofloran anestezisi
altinda dekapite edilerek kalp dokular1 alind.
Kalp dokular1 biyokimyasal ve molekiiler
analizlerde kullanilmak {izere -80°C’de
saklandi.

Oksidatif Stres Belirteclerinin Analizi

Kalp dokulart sivi nitrojen igerisinde
ogiitiildii. Ogiitiillen dokular %1,15 KCI
igerisinde 1:10 oraninda homojenlestirici

cihazda homojenlestirildi. Ardindan
homojenatlar santrifiij edilerek elde edilen
slipernatanlardan, oksidatif stres

parametreleri  ve lipid  peroksidasyon
analizleri yapildi. Stiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, Sun ve vd.'?; Katalaz (KAT)
aktivitesi Aebi'® yontemine gore hesapland:
ve sonuglar katal/g protein olarak ifade
edildi. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi
Lawrence ve Burk'un'* yontemine gore
belirlendi. SOD ve GPx, U/g protein olarak
ifade edildi. Glutatyon (GSH)
konsantrasyonu testi Sedlak ve Lindsay'in®®
yontemine  gére  Olgiildi.  Dokudaki
malondialdehit (MDA) diizeyi nmol/g doku
olarak ifade edilirken, kolorimetrik olarak
Placer, Cushman  ve Johnson'm?®
yontemlerine gore belirlendi.

RT-PCR

Kalp dokular1 sivi nitrojen igerisinde toz
hale getirildikten sonra total RNA izolasyonu
icin 70 mg doku tartilarak iizerine hibrizol
reagent (HibriGen) eklendi. Dokular Tissue
Lyser II cihazinda pargalandi ve ardindan
tizerlerine kloroform eklenerek santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra iistteki faz alinarak
yeni ependorf tiiplere aktarildi ve iizerlerine
propanol eklenerek yeniden santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi izopropanol tiiplerden
uzaklastirildi ve pelletin {izerine %75’lik
etanol  eklendi. Etanol ile hafifce

kanistirildiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve
sonrasinda  etanol  dokiilerek  sediment
DNaz/RNaz icermeyen su ile ¢ozdiiriildii.
Tiim islemler {ireticinin talimatlarina gore
yapildi.  Olusturulan RNA  ¢dzeltisinin
konsantrasyonu NanoDrop (BioTek Epoch)
cithazinda Olciildi. Tim gruplarin
konsantrasyonlar1 belirtilen konsantrasyona
esitlendikten sonra ¢cDNA sentez asamasina
gecildi. Bu asamada total RNA’lardan sonra
iScript ¢cDNA Synthesis Kit’i (Bio-Rad)
kullanilarak  ireticinin  talimatlar1  ile
cDNA’lar sentez edildi. Daha sonra
cDNA’lar ile niikleer faktor eritroid 2 ile
ilgili faktor 2 (Nrf-2), Niikleer Faktor Kappa
B (NF-xB), apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 (Apaf-1), Kaspaz-3, aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF-6) ve Beclin-1
genlerinin (sekanslart Tablo 1’de sunuldu)
forward ve reverse primerleri ve QuaniTect
SYBR Green PCR Master Mix (204143;
Qiagen) total hacim 20 ul olacak sekilde
karistirildi.  Daha sonra Rotor-Gene Q
(Qiagen) cihazinda iireticinin talimatlar1 ile
reaksiyon baslatildi. Siirecin sonunda 24T
metodu?’ ile B-aktin’e gore genler normalize
edildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen tim degerler,
ortalama =+ standart hata (SD) olarak ifade
edildi. One-way ANOVA ve ardindan Tukey
post hoc  testi  kullanilarak  ¢oklu
karsilastirmalar yapildi. P<0,05 istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.
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Arastirmanin Etik Yoni
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri

Tablo 1. Primer Dizileri

Etik Kurulu tarafindan etik kurul onay1
(Onay No: 2022/12/267) alind.

Gen Dizilim (5’-3°) Uzunluk (bp) NCBI ID

Nrf2 F-TTTGTAGATGACCATGAGTCGC 161 NM_031789.2
R: TCCTGCCAAACTTGCTCCAT

NF-xB F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC 106 NM_001276711.1
R: CAATGGCCTCTGTGTAGCCC

Apaf-1 F: ACCTGAGGTGTCAGGACC 192 NM_023979.2
R: CCGTCGAGCATGAGCCAA

Kaspaz-3 F: ACTGGAATGTCAGCTCGCAA 270 NM_012922.2
R: GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA

ATF-6 F: TCAACTCAGCACGTTCCTGA 130 NM_001107196.1
R: GACCAGTGACAGGCTTCTCT

Beclin-1 F: TCTCGTCAAGGCGTCACTTC 198 NM_053739.2
R: CCATTCTTTAGGCCCCGACG

B-Actin F: CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG 360 NM_031144.3

R: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT

BULGULAR VE TARTISMA

inflamasyon Bulgular

Kalp dokusunda inflamasyon ile iligkili
NF-xB  transkript  diizeyleri RT-PCR
metoduyla incelenmistir. mRNA transkript
bulgularina gore, kontrol grubu ile kiyasla
SA grubunda artis olmustur. KRV
uygulamasiyla birlikte bu artista azalma
tespit edilmistir (Sekil 1).

NF-xB'nin aktive olmasiyla
proinflamatuvar sitokin genlerinde
aktivasyon baslayarak inflamatuvar yanit
meydana gelir.®® SA ile yapilan calismalarda,
SA’nin NF-xB yolagin1 daha da aktifleyerek
oksidatif stres ve inflamasyonu tetikledigi
tespit  edilmistir.’®  Mevcut  calismada,
SA’nin, NF-xB  yolagin1 tetikleyerek
inflamasyonu arttirdigi tespit edilmistir. SA
ile birlikte KRV uygulandiginda, SA’e bagh
gelisen bu inflamasyonun tersi yonde hareket
ederek azaldig: tespit edilmistir. SA kaynakli
inflamasyonun neden oldugu
kardiyotoksisitede KRV etkili bir tedavi
secenegi olabilir.

Oksidatif Stres Bulgular

Calismada SA ve KRV uygulamalari
sonrasinda kalp dokularinda oksidatif stresin
diizeyini  belirlemede MDA ve GSH
diizeyleri, SOD, KAT ve GPx aktiviteleri ile
Nrf-2 mRNA transkript diizeyleri analiz
edildi. SA uygulamasiyla lipit peroksidasyon

gostergesi MDA diizeyinde artis, antioksidan
ozellikteki GSH diizeyi ve SOD, KAT, GPx
aktivitelerinde ve Nrf-2 mRNA transkript
diizeyinde azalma meydana gelmistir. Doz
kiyaslamas1 yapildiginda KRV’nin 50mg/kg
dozunda bu etkiyi daha 1yi gostermistir (Sekil
2).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) gibi oksidanlar ile antioksidan
sistemler arasindaki dengenin oksidanlar
lehine bozulmas: ile ortaya ¢ikan ve
inflamasyon, endoplazmik retikulum stresi,
apoptoz ve otofaji yolaklarimi tetikleyerek
dokularda hasara yol acarak organlarin
fonksiyonlarin1 bozan kritik bir durumdur.?
ROS olusumu, pro-inflamatuvar yollarin ve
stres  sinyallerinin  aktive  edilmesiyle
iliskilendirilmistir.?X ~ Nrf-2 ise NF-«xB
inhibisyonu  yoluyla  antioksidan  ve
sitoprotektif  genlerin  transkripsiyonunu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.??
SA  uygulamasiyla Dbirlikte antioksidan
kapasitenin azaldigi ve buna bagl olarak
lipid peroksidasyon diizeyinde artis meydana
geldigi tespit edilmistir. KRV tedavisi ile
birlikte SA kaynakli bu oksidatif stres
durumunda tersine doniis meydana gelmistir.
SA’nin  antioksidan enzimler iizerindeki
baskilayici etkisini KRV’nin doza bagh
olarak hafiflettigi ve GSH depolarinin
yenilenmesini sagladigi tespit edilmistir.
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Sekil 1. KRV ve SA Uygulamalarimn Kalp Dokularinda inflamasyon Parametresi NF-kB Uzerine
Etkileri. Siitunlar iizerindeki harfler gruplarin birbirleriyle arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. P<0,05.
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Sekil 2. KRV ve SA Uygulamalarimin Kalp Dokularinda Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Etkileri.
Siitunlar tizerindeki harfler gruplarin birbirleriyle arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. P<0,05.

RT-PCR metoduyla incelenmistir. mRNA

Apoptoz Bulgulan

Kalp dokusunda apoptozla ile iliskili
APAF-1 ve Kaspaz-3 transkript diizeyleri

transkript bulgularina gore, kontrol grubu ile
kiyasla SA grubunda artis olmustur. KRV
uygulamasiyla birlikte bu artista azalma
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tespit edilmistir. Doz kiyaslamasi
yapildiginda KRV’ nin 50mg/kg dozunda bu
azalma daha etkilidir (Sekil 3).

ROS, biiyiik oranda mitokondride iiretilir
ve programlanmis hiicre 6limii olarak bilinen
apoptoz  gelisiminde onemli etkiye
sahiptir.22* Apoptoz, viicuttaki hasar gérmiis
veya tehlikeli hiicreleri ortadan kaldiran
koruyucu bir mekanizma iken diger taraftan
saglikli hiicrelerde ise hiicresel stres veya
hasar olusturmaktadir.?® Kaspaz-3, apoptoz
siirecinde Oonemli bir rol oynar ve apoptoz
sinyal iletimi ile iliskili ortak bir yoldur.2
Kaspaz-3 aktive olduktan sonra, ¢ogu
hiicresel hedefin proteolitik bozulmasina ve
sonunda hiicre &liimiine neden olmaktadir.?’
Calismamizda  kalp  dokularinda  SA
uygulamasiyla birlikte apoptotik faktorler
olan APAF-1 ve Kaspaz-3 mRNA transkript
diizeyleri artis gostermistir. KRV
uygulamasiyla birlikte bu durum tersi yonde
hareket etmistir ve azalma egilimine
girmistir. Dolayisiyla SA’e bagli apoptoz
hasar artisi  sonucu meydana  gelen
kardiyotoksisitede KRV apoptoza karsi
koruyucu etki gostererek dokularda iyilesme
saglamistir.

Endoplazmik Retikulum Stres Bulgular:

Kalp dokusunda endoplazmik retikulum
(ER) stresi ile iliskili ~ ATF-6 mRNA
transkript diizeyleri RT-PCR metoduyla
incelenmistir. mRNA transkript bulgularina
gore, kontrol grubu ile kiyasla SA grubunda
artts olmustur. KRV uygulamasiyla birlikte
bu artista azalma tespit edilmistir. Doz
kiyaslamas1 yapildiginda KRV’nin 50mg/kg
dozunda bu azalma daha etkilidir (Sekil 4).

ER, proteinlere {i¢ boyutlu yapilarinin
kazandirilmasi, kalsiyum metabolizmasi,
transmembran  proteinlerin  biyosentezi,
streoid ile lipidlerin biyosentezi gibi bir¢ok
hayati fonksiyonlara  sahip  hiicre

organelidir.?® ER stres durumunun uzamasina
bagli olarak apoptoz hasar yolaklari
tetiklenebilmektedir.?® Mevcut calismada,
kalp dokular1 ER  stres  bulgular
degerlendirildiginde, SA uygulamasina bagh
olarak ATF-6 mRNA transkript diizeyinde
artts meydana gelerek uzamis ER stres
durumunun olustugu, diger taraftan KRV
uygulamasiyla birlikte SA’e bagli meydana
gelen bu artig diizeylerini azaltarak uzamis
ER stres durumunu azaltma egilimi
gosterilmistir. SA’in  ER stres uzamasina
bagl olarak kalp dokusunda hasara neden
oldugu, KRV’un ise bu hasara Kkarsi
tyilestirici etki gosterdigi sdylenebilir.

Otofaji Bulgular

Kalp dokusunda otofaji ile iliskili Beclin-
1 mRNA transkript diizeyleri RT-PCR
metoduyla incelenmistir. mRNA transkript
bulgularima gore, kontrol grubu ile kiyasla
SA  grubunda artis olmustur. KRV
uygulamasiyla birlikte bu artista azalma
tespit edilmistir. Doz kiyaslamasi
yapildiginda KRV’nin 50mg/kg dozunda bu
azalma daha etkilidir (Sekil 4).

Otofaji,  oksidatif stres tarafindan
tetiklenen ve hiicre homeostazin1 kontrol
etmede temel bir mekanizmadir. Otofaji
durumunda  sitoplazmanin  bir  kismu
lizozomlara aktarilir ve bdylelikle hasra
gormiis organeller ve yanlis katlanmis
proteinler ortamdan uzaklastirilir.?®

Otofajinin ¢esitli faktorler tarafindan asiri
uyarilmast hiicrelere zarar verir ve dokularda
fonksiyon kaybina neden olur.®® Beclin-1,
otofajinin  baglatilmasim1  saglayan  kilit
faktordiir.®* Calismamizda SA'in Beclin-1
mRNA  transkripsiyonunu tetikleyerek
otofajiye neden oldugu, KRV'nin ise anti-
otofajik etki gostererek Beclin-1
transkripsiyonunu baskiladig1 tespit
edilmistir.
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Sekil 3. KRV ve SA Uygulamalarimin Kalp Dokularinda Apoptotik Faktérler Uzerine Etkileri. Siitunlar
iizerindeki harfler gruplarin birbirleriyle arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. P<0,05.
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Sekil 4. KRV ve SA Uygulamalarinin Kalp Dokularinda ER Stres ve Otofaji Parametreleri Uzerine
Etkileri. Siitunlar tizerindeki harfler gruplarin birbirleriyle arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. P<0,05.

SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada SA’nin Kkalp
dokularinda oksidatif stresi arttirdigi tespit

edilmistir. Bununla birlikte, ER stresi,
inflamasyon, apoptoz ve otofaji
mekanizmalarinin da  SA  tarafindan

tetiklenerek kalp dokularinda hasara neden
oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan
KRV’in  kalp dokularinda, antioksidan
ozellikler gostererek SA’in neden oldugu

oksidatif stres hasarina kars1 koruyucu etki
gostermistir. ~ Ayrica,  oksidatif  stres
tarafindan tetiklendigi bilinen ER stres,
inflamasyon, apoptoz ve otofaji
mekanizmalarimi da yavaglatmistir. Boylece
SA kaynakli kardiyotoksisitede KRV'Iin
potansiyel koruyucu 6zelliklere sahip oldugu
sonucuna varilmistir.
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