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OZET

Formaldehit (FA), dokularda hasara neden olmakta, oksidatif stresi
aktiflestirmekte ve antioksidan diizeylerini diistirmektedir. Timokinon (TQ) ve Ozon
(O3) ise oksidan maruziyetinin neden oldugu hasar iyilestirmektedir. Bu calismada
amacimiz; FA maruziyetinin kan ve karacigerde olusturdugu hasar1 biyokimyasal
belirteclerle ve histopatolojik olarak TUNEL metodu ve CD68 hiicre yogunlugu
Olciimii ile ortaya koymak, ayr1 ayr1 antioksidan etkili molekiiller olan TQ ve O3 nun
hem tek basina kullanildiklarinda hem de birlikte kullanildiklarinda FA maruziyeti ile
olusan hasar1 ne derece degistirdiklerini ortaya koymaktir.

Calismada agirliklar1 270-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 56 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Serumda AST, ALT, total antioksidan
(TAS) ve total oksidan (TOS) seviyeleri tayin edildi. Ayrica total antioksidan (TAS)
ve total oksidan (TOS) seviyeleri i¢in karaciger dokular1 da incelendi. Karaciger
dokularinda immiinohistokimyasal yontemlerle CD68 hiicre yogunlugu degisimleri
ortaya koyulurken ayrica apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in TUNEL yontemi
uygulandi.

FA maruziyeti, deney hayvanlarinin serum AST ve ALT seviyelerinde artisa,
serum ve karacigerlerinde TAS seviyelerinde azalmaya, TOS seviyelerinde
yiikselmeye, TUNEL pozitifliginde ve CD68 hiicre yogunlugunda artisa neden oldu.
Antioksidan olarak verilen TQ ve O3, serum ve karacigerde meydana gelen
biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri ciddi anlamda diizeltti.

Sonug olarak; TQ ve O3, FA maruziyetinin neden oldugu oksidatif hasar1
baskilamakta ve olusan histopatolojik bozulmalari geri ¢evirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, Karaciger, Timokinon, Ozon, TUNEL,
CD68.



ABSTRACT
EXAMINATION OF THE EFFECTS OF OZONE AND THYMOQUINONE
ON APOPTOSIS AND CD68 IMMUNOREACTIVITY IN LIVER TISSUE OF

EXPERIMENTAL FORMALDEHYDE ADMINISTERED RATS

Formaldehyde (FA) causes damage to tissues, activates oxidative stress, and
reduces antioxidant levels. Thymoquinone (TQ) and Ozone (O3) improve the damage
caused by oxidant exposure. This study aims to reveal the damage caused by FA
exposure to blood and liver by biochemical markers, TUNEL method
histopathologically, and CD68 cell density measurement and to reveal to what extent
TQ and O3, which are individual antioxidant acting molecules, alter the damage caused
by FA exposure both when used separately and when used together.

In the study, 56 Sprague-Dawley male rats aged 8-10 weeks and weighing
between 270-300 g were used in the study. AST, ALT, total antioxidant (TAS), and
total oxidant (TOS) levels were determined in serum. In addition, liver tissues were
examined for total antioxidant (TAS), and total oxidant (TOS) levels. TUNEL method
was applied to determine apoptotic cells while CD68 cell density changes were
revealed in liver tissues by immunohistochemical methods.

FA exposure caused an increase in serum AST and ALT levels, a decrease in
TAS levels, an increase in TOS levels in serum and liver of experimental animals, an
increase in TUNEL positivity, and CD68 cell density. TQ and O3 given as antioxidants
significantly corrected biochemical and histopathological changes in serum and liver.

As aresult; TQ and Os suppress the oxidative damage caused by FA exposure
and reverse the histopathological deteriorations.

Keywords: Formaldehyde, Liver, Thymoquinone, Ozone, TUNEL, CD68.

vi



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI i
ONAY SAYFASI ii
ITHAF SAYSASI iii
TESEKKUR iv
OZET v
ABSTRACT vi
ICINDEKILER vii
TABLO LISTESI X
SEKIL LISTESI xi
KISALTMALAR LISTESI xiii
1.GIRiS 1
1.1. Formaldehit (FA) 1
1.1.1. Formaldehitin Ozellikleri 1
1.1.2. Formaldehitin Kullanim Alanlar 2

1.1.3. Formaldehit Maruziyetinin Sinirlar1 ve Bu Smir Uzerinde Zararl
Etkileri
1.1.3.1. Formaldehitin Karaciger Uzerine Zararh Etkileri
1.1.3.2. Formaldehitin Diger Sistemler Uzerine Zararl Etkileri
1.2. Karaciger
1.2.1. Karaciger Embriyolojisi
1.2.2. Karaciger Histolojisi

1.2.3. Karaciger Anatomisi

C A N &N & B~ L W

1.2.3.1. Karacigerin Damarlari

p—
(e

1.2.3.2. Karacigerin Lenfatikleri

p—
)

1.2.3.3. Karacigerin Sinirleri

—
=)

1.2.3.4. Karacigerin Fonksiyonlar1
1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres
1.4. Antioksidanlar

—
[N

vii



1.5. CD68 (Cluster of Differentiation 68)
1.6. Timokinon (TQ)
1.6.1. Kimyasal Yapisi
1.6.2. Timokinonun Sistemler Uzerine Etkisi
1.7. Ozon (O3)
1.7.1. Tarihgesi
1.7.2. Genel Bilgiler
1.7.3. Medikal Amaclh Elde Edilmesi
1.7.4. Etki Mekanizmasi
1.7.5. Ozon Uygulama Metodlari
1.7.5.1. Sistemik Uygulama
1.7.5.2. Topikal Uygulama
1.7.6. Ozon Tedavisinin Endikasyonlari
1.7.7. Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlar1
2. GEREC ve YONTEM
2.1. Deney Hayvanlari
2.2. Deney Gruplar1
2.3. Deney Ortaminin Hazirlanisi
2.4. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
2.4.1. MDA Tayini i¢in
2.4.2. GSH Tayini i¢in
2.4.3. CAT Tayini igin
2.4.4. GPx Tayini i¢in
2.4.5. AST ve ALT Tayini i¢in
2.5. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi
2.5.1. MDA, GSH, CAT Tayini i¢in Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
2.5.2. GPx Tayini igin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
2.6. Kullanilan Yontemler
2.6.1. Plazma ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini
2.6.2. Eritrosit ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini
2.6.3. Kanda ve Dokuda CAT Aktivitesinin Tayini
2.6.4. Kanda ve Dokuda GPx Aktivitesinin Tayini

viii

13
14
14
15
16
16
17
17
18
20
20
21
21
24
25
25
25
26
28
28
28
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29



2.7. Total Oksidan ve Total Antioksidan Olgiimleri
2.7.1. Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Ol¢iimii
2.7.2. Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Ol¢iimii

2.8. Immiinohistokimya
2.8.1. CD68 immiin Boyama Metodu
2.8.2. TUNEL Metodu

2.9. Istatistiksel Analiz

3. BULGULAR

3.1. Formaldehit Olgiimleri

3.2. Klinik Bulgular

3.3. Biyokimyasal Bulgular
3.3.1. Kanda Biyokimyasal Bulgular
3.3.2. Karaciger Dokusunda Biyokimyasal Bulgular
3.3.3. Kanda TOS ve TAS Olgiimleri
3.3.4.Karacigerde TOS ve TAS Olgciimleri

3.4. Immiinohistokimyasal Bulgular
3.4.1. Karaciger Dokusunda CD68 Immiinreaktivitesi
3.4.2. Karaciger Dokusunda TUNEL Boyama

4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

X

30
30
31
31
31
32
34
35
35
35
36
36
37
38
39
40
40
45
51
60
72



TABLO LIiSTESI

Tablo 1. Formaldehitin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Tablo 2. Medikal Oz’nun endikasyonlar1 ve etki mekanizmasi

Tablo 3. Solunan havadaki O3 gazi konsantrasyonu ve toksik etkileri

Tablo 4. Sican yemi igerigi

Tablo 5. TUNEL boyama prosediirii

Tablo 6. Sigcanlarin kaninda AST ve ALT degerlerinin degisimi

Tablo 7. Siganlarin kaninda MDA, GSH, CAT, GPx ve SOD degerlerinin
degisimi

Tablo 8. Sicanlarin karaciger dokusunda MDA, GSH, CAT, GPx ve SOD
degerlerinin degisimi

Tablo 9. Sicanlarin kaninda TAS ve TOS degerlerinin degisimi

Tablo 10. Siganlarin karaciger dokusunda TAS ve TOS degerlerinin degisimi

Tablo 11. CD68 histoskoru

Tablo 12. Apoptotik indeks (%)

23
24
27
33
36

37

38
39
40
41
46



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

SEKIL LISTESI

720 °C’de Giimts katalizorliiglinde metanolden FA elde edilmesi
Karacigerin diafragmatik ve visceral yiizleri

Antioksidan siniflandirmasi

Timokinonun kimyasal yapisi

Medikal O3 nun terapotik etkileri

Cam fanus, hava pompasi, FA enjekte edilen pamuk toplar1
Formaldehit 6l¢iimii gorseli

Sican tiiylerinde renk degisimi

Kontrol grubu siganlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

. TQ grubu sicanlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

TQ+Os3 grubu siganlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

O3 grubu siganlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

FA grubu sicanlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

FA+Os; grubu si¢anlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

FA+TQ grubu sicanlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

FA+0O3+TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda CD68
immiinreaktivitesi (—).

Kontrol grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

O3 grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

xi

12

14

19

26

35

36

41

42

42

43

43

44

44

45

46

47

47



Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

TQ+O03 grubu sicanlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

FA grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

FA+O3 grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

FA+TQ grubu si¢anlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

FA+0O3+TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL
pozitifligi (—).

Xii

48

48

49

49

50



KISALTMALAR LiSTESI

: Alanin Aminotransferaz

: Aspartat Aminotransferaz

: Katalaz

: Cluster of Differentiation 68
: Karbondioksit

: Formaldehit

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Glutatyon Disiilfit

: Glutatyon S Transferaz

: Iskemi Reperfiizyon

: Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1
: Malondialdehit

: Nigella Sativa

: Oksijen

: Ozon

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Siiperoksit Dismutaz

: Total Antioksidan Seviyesi

: Total Oksidan Seviyesi

: Timokinon

xiii



1.GIRIS
1.1. Formaldehit (FA)
1.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Formaldehit (FA) olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir kimyasal ajan olup,
organizmanin dogal yapisinda da yer almaktadir. Keskin kokulu, renksiz ve suda ¢ok
iyi ¢oziinen FA, aldehit ailesinin en basit liyesidir (1, 2). FA; formik aldehit, metil
aldehit, metanal veya metil oksit olarak da bilinmektedir (3, 4). FA, fenol ve melamin
recinelerinin yapiminda, sunta ve kontraplak imalatinda, ev temizlik iiriinlerinde,
duvar kaplamalarinda, mumyacilikta, tekstil iiriinlerinin islenmesinde, boya ve plastik
maddelerin yapiminda, kozmetik sanayide, dis macunlarinda, tibbi laboratuvarlarda
koruyucu sivi ve mikroorganizmalar1 6ldiirmesi sebebiyle baz1 ambalaj maddelerinin
bilesiminde ve gida kaplarinin sterilizasyonunda yaygin bir bicimde kullanilmaktadir.
Bundan dolay1 da yasamimizin 6nemli pargasi haline gelmis bir kimyasal maddedir (3,
5). FA’nin kimyasal formiilii CH>O’dur. Erime noktasi -92 °C, kaynama noktas1 -21
°C’dir. Molekiil agirligi ise 30.03tiir (Tablo 1) (6).

Tablo 1. Formaldehitin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.

Tammlayic Bilgiler

CAS No 50-00-0
Sistemik ITUPAC Adi Metanol
Yaygin [IUPAC Adi Formaldehit
Formol
Formalin
. Metilen Oksit
Diger Adlar Metil Aldehit
Oksometan
Oksimetilan
EC (European Community) No 200-001-8
Ozellikleri
Kimyasal Formiilii CH,0O
Molekiil Kiitlesi 30,03 g/mol
Yogunluk 0,8153 g/cm? (-20 °C)
Erime Noktasi -92 °C (-134 °F; 181 K)
Kaynama Noktas1 -19 °C (-2 °F; 254 K)
Parlama Noktasi 60 °C
Dagilim Katsayisi 0,350
Sudaki Coziiniirliigii 400 g/dm?
Buhar Basinci >1 atm (20 °C)
Reaktivite Peroksit, azot dioksit ve performik asit ile patlayici reaksiyon

Havada Esik Koku Limiti 0,5-1,0 ppm




FA’nin saf olmayan formu, 1867 yilinda Alman kimyager August Wilhem von
Hofmann tarafindan bulunmustur. Saf formu ise 1892 yilinda bir baska Alman
kimyager Friedrich August Kekulé von Stradonitz tarafindan izole edilmistir. FA; 400-
650 °C’de bakir, glimiis veya molibden alasimi gibi bir katalizér araciligr ile

metanoliin oksidasyonundan elde edilir (Sekil 1) (7).

Ag O

CHOH —
' C.

H H

Sekil 1. 720 °C’de Giimiis katalizorliigiinde metanolden FA elde edilmesi.

FA’nin metanol oksidasyonundan elde edilen %37'lik sulu ¢ozeltisine formalin
ad1 verilir. Polimerize olmus kati formuna paraformaldehit adi verilir ve bu formu
sitilarak depolimerize edilebilir. Oldukca reaktif bir madde oldugundan dolay1 her
ortamda gaz haline gecebilir. FA’nin gaz hali ppm (parts per million; 1 ppm= 1.25
mg/m?), stv1 hali mililitre (ml) olarak belirtilir (8, 9).

FA hiicrelerde degisik seviyelerde bulunan normal bir metabolittir, fakat
viicutta depo edilmez. FA, ya karaciger ve eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz
enzimi (FDH) katalizorliiglinde formik asite doniiserek idrar ve feces yoluyla, ya da
karbondioksite okside olarak solunum yoluyla viicuttan atilir (10).

FA’nimn viicuda alinmasi solunum ve sindirim yolu ile olmaktadir. Solunum
yoluyla viicuda girisi sigara dumani, ekzos gazi ve FA igerikli iiriinlerden buharlagan
formalin ile olurken, sindirim yoluyla viicuda girisi baz1 gidalarda kullanilan katki

maddeleri, kahve, icme suyu, meyve ve sebzeler ile olur (9, 11).
1.1.2. Formaldehitin Kullanim Alanlar

Alman kimyact August Wilhelm von Hofmann’in 1867 yilinda metanolii
okside ederek FA’y1 s1v halde elde etmesiyle birlikte bir¢ok endiistriyel alanda yaygin
olarak kullanilmaya baslandi. Diinya genelinde her y1l yaklasik 20 milyon ton %37’lik
formol iiretilmektedir (3). FA ilk defa antimikrobiyal ajan olarak 1886 yilinda Loew
(4) tarafindan kullanilmistir. Endiistriyel alanda kullanimina ise bakalit yapimi i¢in

1910 yilinda Almanya’da baglanmistir (3).



FA, glinlimiiz sartlarinda kimyasal 6zellikleri nedeni ile giinliik yasantida sik
karsilasilan bir kimyasal maddedir. Bina iiriinleri, zemin panelleri, sunta, yalitim
malzemeleri, mobilyalar, kumaglar, ayakkabilar, kagitlar, ilaclar, ekstazi gibi
uyusturucularin iiretiminde, boya ve plastik maddelerin yapiminda, ev temizlik
triinlerinde ve duvar kaplamalarinda kullanilmakla birlikte mumyacilikta,
fotografcilikta ve mikroorganizmalar dldiirmesi sebebiyle bazi ambalaj maddelerinin
bilesiminde yer almakta ve gida kaplarmin sterilizasyonunda dezenfektan olarak
kullanilmaktadir (12-14). Tip alaninda, anatomide kadavranin tespiti ve uzun siire
saklanmasi; histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda incelenecek dokularin
hazirlanmasi; hemodiyaliz soliisyonlarinda ve bazi ilaglarda koruyucu madde olarak

FA’dan yararlanilmaktadir (11, 15).

1.1.3. Formaldehit Maruziyetinin Simirlar1 ve Bu Simir Uzerinde Zararh

Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan kanserojen olarak kabul edilen FA
viicuda solunum ve sindirim yoluyla alinmakta, alinan FA’nin basta solunum sistemi
olmak iizere, sinir sistemi, gastrointestinal sistem, bagisiklik sistemi ve iireme sistemi
tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (12, 16-18).

Anatomistler, tahnitciler, histologlar, patologlar ve FA iiretiminin yapildig:
meslek gruplart gibi FA maruziyetinin fazla oldugu gruplar iizerinde yapilan
calismalarda; losemi, beyin, akciger ve kolon kanserlerinden Olenlerin sayisinin
normal popiilasyona gore daha fazla oldugu bildirilmistir. Yapilan hayvan
deneylerinde FA’nin; sinir sistemi, lireme sistemi, sindirim sistemi ve solunum sistemi

tizerine olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (12, 14, 17, 18).
1.1.3.1. Formaldehitin Karaciger Uzerine Zararh Etkileri

Canlilarda dogal yolla iiretilen FA bir yana birakilacak olursa, meyveler,
sebzeler, igecekler ve baz1 gidalardaki katki maddelerinde bulunan FA sindirim yolu
ile insanlara ge¢mektedir (3). Sindirim yoluyla viicuda aliman FA, karaciger ve
eritrositlerdeki FA dehidrogenaz enzimi (FDH) araciligiyla formik asite (metanoik
asit) metabolize edilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda FA maruziyetinin karacigerde kii¢iilmeye, sentrilobtiler

vakuolizasyona ve lokal hiicresel nekroza neden oldugu gosterilmistir (13, 19, 20).



Ingiltere’de endiistri alaninda calistiklar1 i¢in FA’ya maruz kalan bireylerde karaciger
kanserlerinde artis oldugu bildirilmistir (21).

Deneysel bir c¢alismada FA’ya maruz kalmig karaciger dokusunda
malondialdehit (MDA) salimimda artis, oksijen tiiketiminde azalis, karacigerin
mikroskopik incelenmesinde mitokondri membran riiptiirii, krista kayb1 ve dejenere
hepatoseliiler hasar olustugu gozlemlenmistir (22). Yapilmis diger bir deneysel
calismada FA birikmesinin karacigerde hepatik glutatyonun tiikenmesine, MDA
seviyesinde artisa ve hepatotoksisite olusumuna yol actig1 daha sonra ise hepatik hiicre

hasaria neden oldugu gézlemlenmistir (23).
1.1.3.2. Formaldehitin Diger Sistemler Uzerine Zararh Etkileri

FA maruziyetinden ilk ve en c¢ok etkilenen yapilar g6z ve solunum sistemidir.
FA maruziyetinin gézde olusturdugu etkiler; sulanma, kizariklik, yanma hissi, agr1 ve
bulanik gérmedir. FA’ nin 0.24 ppm gibi diisiik konsantrasyonlar1 dahi gézde irritasyon
olusturabilir (24, 25). Diisiik doz FA maruziyetinin solunum sisteminde olusturdugu
etkiler; solunum yollarinda yanma hissi, oksiiriik ve hiriltili solunumdur. Yiksek
konsantrasyonlarda (5-30 ppm) ise nefes darligi, inflamasyon, pulmoner 6dem ve
pnomoni gibi daha agir belirtiler meydana gelebilir (26, 27). FA maruziyeti sonucu
sican akcigerlerinde inflamasyon gelistigi ve mast hiicrelerinin degraniilasyona
ugradigi gosterilmistir (28, 29). Yapilan genis kohort calismalarinda FA maruziyeti ile
akciger kapasitesi arasinda ki anlamli iligki aragtirilmistir. Astimli hastalar 2 ppm’lik
FA’ya maruz birakilmig, sonrasinda 1limli derecede egzersiz yapanlarda hiperaktivite
olmazken egzersiz yapmayanlarda hafif derecede hiperaktivite gozlenmistir.
Akcigerlerde 2-3 ppm’lik FA maruziyeti orta derecede irritasyona neden olmustur (30,
31).

FA, gida sterilizasyonunda ve ambalajlarinda kullanildigindan dolay1 oral yolla
sik¢a alimabilmekte ve bu da oral toksisiteye neden olmaktadir (32). Oral yolla alinan
FA’nin letal dozu insan ve hayvanlarda benzer olup 523 mg/kg’dir (2, 32). FA’nin
metabolize hali olan formik asit iist gastrointestinal sistemde ciddi lokal korozif etki
olusturur, bunun yani sira bulanti, ishal, {ilserasyon, nekroz ve kanamaya neden olur.
Ayrica bagka bir ¢calismada da gastrointestinal sistem mukozasinda toksik etki yaparak

ciddi hayati tehdit olusturdugu bildirilmistir (33).



Diger sistemlerin koordinasyonu ve yonetiminde 6nemli olan sinir sistemi,
mesleki anlamda FA’ya maruz kalan kisilerde solunum sistemi tahrisinden sonra en
cok etkilenen diger bir sistemidir (34). Kronik FA maruziyetinin sinir sisteminde
fonksiyon bozukluklarina yol agtig1 ve sonucunda bas agrisi, bas donmesi, hafiza
kaybi, halsizlik ve uyku bozuklugu gibi semptomlara neden oldugu bildirilmistir (18,
35).

Klinik ve deneysel olarak toksikolojik agidan incelenen FA’nin, iiriner sistem
iizerinde oldukca toksik etkileri mevcuttur. Insanlarin mesleki alanlarda uzun siire
FA’ya maruz kalmasmin bobrek kanserine yol agtii bildirilmistir (36). Intihar
amaciyla 150 ml siv1 formalin igen bir hastada akut bobrek yetmezliginin gelistigi
rapor edilmistir (37). Bagka bir calismada ise alkol tiiketen hastalarda, FA ve formik
aside metabolize olan metanoliin bobrek dokusunda nekroza, dolayisiyla da bobrek
yetmezligine neden oldugu rapor edilmistir (38).

Dogum o6ncesi ve dogum sonrast donemde FA igerikli kimyasallara maruz
kalinmas1 hem anneyi hem de bebegi olumsuz etkilemektedir. FA’ya maruz kalan
kadinlarda dogurganlikta azalma, abortus, kiirtaj, diisiik dogum agirligina sahip bebek
dogurma, erken dogum, 6lii dogum, yenidoganda ise hasarli néron artig1 ve yapisal
malformasyonlar olustugu bidirilmistir (13). Erkek farelerde yapilmis bir ¢calismada
ise FA kullanilmis ve sonucunda testis agirliginda ve sperm kalitesinde 6nemli 6l¢iide
azalma gozlemlenmistir (39).

FA maruziyetinin olusturdugu karsinojenik etkiyle ilgili pek¢ok calisma
bulunmaktadir. FA maruziyeti fazla olan meslekler incelendiginde; tahnit
teknisyenlerinde 16semi, beyin ve prostat kanserlerinden 6liimlerin FA inhalasyonu ile
iligkili oldugu bulunmustur (40), anatomist ve patologlarda beyin tiimorii, néroglial
hiicre tiimorii ve 16semiden dolayr 6liimlerin fazla oldugu tesbit edilmistir (41, 42).
Ayrica siganlarda yapilan ¢alismalarda gastrointestinal leiomyosarkom, testislerde

intertisyel adenoma ve trakeal timdr oraninda artig gézlemlenmistir (43).



1.2. Karaciger
1.2.1. Karaciger Embriyolojisi

Embriyolojik olarak karaciger 4. hafta baginda gelismeye baglar. Gelismesinde
kalbin salgiladig1 fibroblast growt faktdr uyarict olmaktadir. Insan embriyosunda
karaciger, ventral bir ¢ikinti olarak 6n bagirsagin kaudalinden hepatik divertikiil olarak
gelisir. Hepatik divertikiil, ventral mezogastriyumu meydana getiren septum
transversum’a dogru gelisir. Hizla gelisen hepatik divertikiil iki parcaya ayrilir.
Karacigerin taslagimi olusturan kraniyal parca daha biiyiik, safra kesesini olusturan
kaudal parca ise daha kiiciiktiir. Karaciger i¢i hiicre kordonlar1 ve safra kanallarinin
karaciger dokusu icindeki kismi ¢ogalan endoderm hiicreleri tarafindan olusturulur
(44). Karacigerin visseral peritonu mezogastriumdan olusmaktadir. Umblikal ven
umblikal korddan ciktiktan sonra karacigere dogru ilerler ve lig. falciforme boyunca
devam eder. Karacigerin kendi rengini almasini saglayan hematopoez 6. hafta baslar.

Safra tiretimi ise 12. hafta baslar (44, 45).
1.2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger, Glisson kapsiilii olarak isimlendirilen fibréz bag doku ozelligi
gosteren bir kapsiil ile sarilmistir ve bu kapsiilden ayrilan bag doku uzantilar
karacigeri lob ve lobiillere ayirir. Bunlar; klasik karaciger lobiilii, portal lobiil ve
karaciger asiniisiidiir (46). Karacigerin %80’ini olusturan hepatositler, karaciger
parankimal hiicreleridir ve santral venden perifere dogru 1sinsal tarzda dizilmistir (45,
46). Glisson tiggeni (Kiernan aralif1 ya da Porta mesafesi) adi verilen bag dokusu
alanlari, karaciger lobiillerinin birbiri ile temas etti§i bolgelerde bulunur. Glisson
ticgeni i¢inde portal triad adi verilen a. interlobularis, v. porta’nin ince dali olan v.

interlobularis ve ductus interlobularis yap1 toplulugu seyrederler (47, 48).
1.2.3. Karaciger Anatomisi

Karaciger, karin boslugunda bulunan en biiyiik organ ve viicutta bulunan en
bliyiik bez olma 6zelligine sahiptir. Erigkinlerde viicut agirliginin yaklasik %2’sini,
cocuklarda ise %5’ini meydana getirir. Fetiiste ise karacigerin viicut agirligina orani
eriskininkinden ¢ok daha fazladir. Karacigerin ortalama agirlig1 eriskin erkeklerde
1400-1800 gr, erigkin kadinlarda ise 1200-1400 gr civarindadir. Karaciger karin

boslugunun sag iist kisminin tamamina yakin bdliimiinii doldurur, topogtafik olarak



ise regio hypochondriaca dextra’nin tiimiinii, regio epigastrica’nin biiyiik kismin
doldurur (49, 50).
Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak tizere iki yiizii,

margo inferior ve margo posterior olmak iizere iki kenar1 vardir (Sekil 2).

Sekil 2. Karacigerin diafragmatik ve visceral ytizleri (51)

Facies diaphragmatica: Karacigerin biiyiik yiiziidiir. Diaphragmanin alt yiizi
ile komsuluk yapar, diizgiin, kubbe seklindedir. Facies diaphragmatica pars superior,
pars anterior, pars posterior ve pars dextra olmak tizere dort boliimde incelenir (49,
50).

Pars superior; facies diaphragmaticanin iist kismidir. Diafragma aracilig ile
sagda pleura ve akcigerle, solda pericardium ve kalp ile komsudur. Kalbin oturdugu
yer impressio cardiaca olarak isimlendirilir. Arka kismina yakin bir alan harig biiyiik
boliimii peritonla kaplidir. Pars anterior; facies diaphragmaticanin 6n kismidir. Bu
boliim sagda 6.-10. kaburga ve kikirdaklari ile solda 7.-8. kikirdak kaburgalarla
komsudur. Ortada proc. xiphoideus ve asagisinda karin 6n duvari ile komsudur. Lig.
falciforme hepatis’in bulundugu yer hari¢c tamamen peritonla kaplidir. Pars posterior;
karacigerin diaphragma ile temas halinde olan kismidir. Sag tarafi genis ve kiint, sol
tarafi dar, ortast ise konkavdir. Biiyiikk bolimii peritonsuzdur. Area nuda, lig.
coronarium’un i¢inde kalan peritonsuz sahadir. Pars dextra; facies diaphragmaticanin
peritonlu sag kismidir ve diafragma araciligiyla kaburgalarla komsudur (49, 50).

Fascies visceralis: Karacigerin karin organlariyla komsu olan alt yliziidiir.
Fascies visceralis’in orta boliimiinde bazi yapilar H harfine benzeyen bir gecit
olusturur. Bu gec¢itin ortasin1 porta hepatis, sag tarafini sulcus sagittalis dexter, ince

yarik tarzindaki sol kolunu ise fissura sagittalis sinistra yapar (49, 50).Porta hepatis’e



giren ¢ikan yapilar v. porta hepatis ile etrafinda ki sinir ag1, a. hepatica propria’nin
dallari, safra kanallari ile lenf damarlaridir (49).

Sulcus sagittalis dexter’in 6n kisminda yer alan fossa vesicae biliaris (felleae)
isimli alana vesica biliaris (fellea), arka kisminda yer alan sulcus venae cavae isimli
alana ise v. cava inferior oturur (49, 50).

Fissura sagittalis sinistra’nin 6n kisminda yer alan fissura ligamenti teretis
isimli alana lig. teres hepatis, arka kisminda yer alan fissura ligamenti venosi isimli
alana ise lig. venosum oturur (49, 50).

Porta hepatis, sulcus venae cavae, fossa vesicae biliaris, fissura ligamenti
teretis ve fissura ligamenti venosi yapilar1 fascies viseralis’in ortasinda yer alan
peritonsuz bolgedir. Fascies visceralis bu alan disinda peritonla ortiiliidiir (49, 50).

Karaciger dort lobdan olugsmaktadir. Sulcus sagittalis dexter’in saginda kalan
boliime lobus hepatis dexter, fissura sagittalis sinistra’nin solunda kalan boliime lobus
hepatis sinister adi verilir. Bu iki oluk arasinda, porta hepatis’in 6niinde kalan kisma
lobus quadratus adi verilirken, arkasinda yer alan bdliime ise lobus caudatus denilir.
Fascies diaphragmatica’da lobus hepatis dexter ve lobus hepatis sinister’in sinir1 lig.
falciforme hepatis’dir (49, 50). Lobus hepatis dexter, lobus hepatis sinister’in 6 kati
kadardir. Regio hypochondriaca dextra’da yer alan lobus hepatis dexter, tiim
karacigerin 5/6’sii1 olusturur. Lobus hepatis dexter’den daha kiiciik ve yassi olan lobus
hepatis sinister ise tiim karacigerin 1/6’smi1 olusturur ve topografik olarak regio
epigastrica’da ve az da olsa kismen regio hypochondriaca sinistra’da yer alir. Lobus
hepatis sinister’in bazen dalaga kadar uzanan sol ucunda bulunan bag dokuya appendix
fibrosa hepatis denilir (49, 50).

Lobus quadratus’u 6nden karacigerin margo inferior’u, arkadan porta hepatis,
sag taraftan fossa vesica biliaris ve sol taraftan fissura ligamenti teretis sinirlar (49,
50).

Lobus caudatus’u 6nden porta hepatis, sag taraftan sulcus vena cavae, sol
taraftan fissura ligamenti venosi sinirlar. Bu lobun 6n tarafinda iki uzanti vardir. Sol
tarafta yer alan proc. papillaris daha kalindir ve porta hepatis’in arka kenarmin sol
yarisini olusturur. Sag tarafta yer alan proc. caudatus ise arka kenarinin sag yarisini
olusturur ve lobus hepatis dexter ile birlesir. Proc. caudatus’u orten periton for. bursa

omentalis’in (foremen epiploicum) 6n-iist kismini smirlar (49, 50).



Facies visceralis’de komsu organlarin olusturdugu izler vardir. Lobus hepatis
dexter’in visceral yiizlinde 6nden arkaya dogru impressio colica (flexura coli dextra
oturur), impressio renalis (sag bobrek oturur) ve impressio suprarenalis’in (sag bobrek
iistii bezi oturur) bir boliimii yer alir. Impressio renalis’in solunda impressio duodenalis
(pars descendens duodeni oturur) adi verilen iz goriiliir. Lobus hepatis sinister’in
visceral yliziinde sadece impressio gastrica (mide fundusunun izi) bulunur (49, 50).

Karacigeri diafragmanin alt yiiziine ve karin 6n duvarina tutunduran alt1 bag
vardir. Bu baglardan biri embriyolojik kalinti olup v. umblicalis’in kapanmasi ile
olusan lig. teres hepatis’tir. Diger baglari ise peritoneum olusturur. Bunlar; lig.
falciforme hepatis, lig. coronarium, lig. hepatorenale, lig. triangulare dextrum ve lig.

triangulare sinistrum’dur (49, 50).
1.2.3.1. Karacigerin Damarlari

Karacigerin kanlanmasinin farkli 6zelligi iki ayr1 sistem ile desteklenmesidir.
Bunlardan biri v. porta hepatis (portal ven) digeri ise a. hepatica propria’dir (49, 52,
53).

A. hepatica propria oksijenden zengin olan arteriyel kani tasir. Karacigere
ulasan kanin %20’si a. hepatica propria tarafindan karsilanir. A. hepatica communis
truncus coeliacus’tan ayrilan bir arterdir. Sonrasinda a. gastroduodenalis ve a. gastrica
dextra dallarin1 verir ve artik a. hepatica propria ismi ile devam eder. V. portae hepatis
sindirilmis besinlerden zengin vendz kam tasir. Karacigere ulagsan kanin %801 ise v.
portae hepatis tarafindan karsilanir. Hem v. porta hem de a. hepatica propria karacigere
porta hepatis’den (karaciger kapisi, hilum) girer. V. portae hepatis ile a. hepatica
propria’nin dallar1 karaciger icerisinde dallara ayrilirlar ve karaciger siniizoidlerine
acilarak v. centralis’e dokiiliirler. V. centralis’ler birleserek v. hepatica’lar1 yaparlar.
V. hepatica’lar vasitasi ile karacigerin vendz kan1 v. cava inferior’a dokiiliir (49, 50,

54).



1.2.3.2. Karacigerin Lenfatikleri

Karacigerin ylizeyel lenf damarlarinin biiyiik kismi1 porta hepatise giden derin
lenf damarlar1 ile birlesir, sonrasinda sirasiyla nodi hepatici’ye ve nodi coeliaci’ye
acilir (49).

Area nuda’dan gelen lenf damarlar1 nodi phrenici superiores, nodi
mediastinales anteriores ve nodi mediastinales posteriores’e, sonrasinda ise truncus
lymphaticus dexter ve ductus thoracicus’a agilir (49).

Lig. coronarium ve lig. triangulare’nin lenf damarlar1 ise lenf nodiillerine
ugramadan ductus thoracicus’a agilir (49).

Karacigerin derin lenf damarlarinin ¢ogu porta hepatisteki nodi hepatici’ye
acilir. Nodi hepatici’den c¢ikan lenf damarlari nodi coeliaci’den gec¢ip ductus
thoracicus’a agilir. Bir kismi ise v. hepatica’lar takip ederek diafragmadaki for. vena

cavae’ye gelir (49).
1.2.3.3. Karacigerin Sinirleri

Karacigerin sempatik  innervasyonundan sorumlu sinir lifleri n.
splanchnicus’lardan, parasempatik innervasyonundan sorumlu sinir lifleri ise sag ve
sol n. vagus’tan gelir. Hem sempatik hem de parasempatik sinir lifleri 6nce plexus
coeliacus’u meydana getirirler. Sonrasinda plexus hepaticus icerisinde ilerlerler.
Ilerleyen lifler a. hepatica propria ile v. porta hepatis gevresinden gectikten sonra
karaciger igerisinde dagilirlar (50, 54).

Sensitif lifler, 8-11 torakal medulla spinalis segmentlerine gider. Karacigeri
orten peritonda sag n. phrenicus’un dallar1 dagilir, bu nedenle peritonla ilgili agrilar

sag omuzda hissedilir (49).
1.2.3.4. Karacigerin Fonksiyonlar:

Karaciger, yagsamin devamui i¢in 6nem arzeden temel organlarimizdan biridir.
Karaciger, hem i¢ salgi hem de dis salgi fonksiyonu olan bir organdir. Karacigerin
damarlar1 arasinda adi gecen v. porta hepatis, barsak kanalindan emilen birgok
maddeyle birlikte, dalaktan digar1 atilmasi gereken maddeleri de buraya getirir.
Boylelikle bu maddelerin hem islenmesinde hem de depo edilmesinde gorev alir.
Ayrica zorlu c¢alismalarda genel dolasima sevk edilmesi i¢in, kan depo gorevi

yapmaktadir. Karaciger kendi 1¢ salgilar1 araciligiyla, kanin pihtilagsma

10



mekanizmasinda gorev almaktadir (49). Bunlarin disinda karacigerin 6nemli dis salgi
ozelligi olup safra salinimi ile yaglarin sindirimi ve sonrasinda duodenumun ikinci
kismina bosaltilmasinda gorev almaktadir. Karaciger protein, karbonhidrat ve lipit
metabolizmasinda da rol almaktadir. Karacigerde, sadece birkacindan

bahsedebildigimiz, 500’iin iizerinde kimyasal reaksiyon ger¢eklesmektedir (52, 53).
1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller son derece reaktif ve stabil olmayan atom veya
molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller en dis yoriingesinde bir veya daha fazla sayida
eslesmemis elektron igerir. Insan ve hayvanlarda oksijen kullanilarak mitokondride
enerji doniisimii esnasinda, elektron transport zincirinde meydana gelen elektron
kacaklar1 sonucu olusur (55). Baska molekiiller ile rahatlikla elektron aligverisi yapan
bu molekiillere "oksidan molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri (ROS)" ad1 verilir
(56, 57).

Oksidasyona sebep olan serbest radikallere; siiperoksit anyonlar (O2°), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH), hipoklorik asit, kloroaminler, azot dioksit ve
lipit peroksitler 6rnek gosterilebilir (56, 57). Serbest radikallerin normal fizyolojik
stirecte aldiklart gorev, sinyal iletimi ve bakterilere kars1 organizmay1 korumaktir (58).
Ancak iskemi, hemoraji, intoksikasyonlar, travma, kirli hava, sigara dumani,
ultraviyole 1sinlar, alkol, nitrojen dioksit, kiikiirt dioksit, benzen ve FA gibi bircok
kimyasal molekiil, serbest radikallerin fizyolojik sinirlarin iistiine ¢ikmasina aracilik
eder. Sonrasinda da yaslanma, artrit, ateroskleroz, diyabet ve kanser gibi bir¢ok
hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (55, 69).

Oksidatif denge, organizmada serbest radikallerin olusma hiz1 ile kaldirilma
hiz1 arasindaki dengedir. Oksidatif denge bozulmazsa organizma, serbest radikallerden
zarar gormez. Fakat serbest radikallerin olusma hizinda yiikselme veya ortadan
kaldirilma hizinda bir diisme olursa oksidatif denge bozulur ve hiicrede serbest
radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicrenin islevleri lizerinde
yaptiklar1 olumsuz etkiye oksidatif stres (oksidatif hasar) ad1 verilir (56, 57). ROS ve
diger serbest radikallerin omiirleri kisadir, bu yiizden tespit etmek olduk¢a zordur.
Ortaya c¢ikan oksidatif hasar genel olarak amino asitler, niikleik asitler ve lipid

peroksidasyon iirlinlerinin 6l¢iilmesiyle analiz edilmektedir (60).
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FA kullanilarak deney hayvanlarinda pek ¢ok calisma yapilmistir. FA'nin
oksidatif hasar olusturdugu, buna kars1 uygulanan bazi antioksidanlarin ise bu hasari

azalttig1 bildirilmistir (61, 62).
1.4. Antioksidanlar

“Antioksidan savunma sistemleri” ya da '"antioksidanlar" adi verilen
mekanizmalar, ROS olusumu ve bunlarin sebep oldugu hasar1 engelleyen savunma
mekanizmalaridir. Antioksidanlar etkilerini; toplayici, baskilayici, zincir kirici ve
onarici etki ile dort farkl sekilde gosterir (63, 64).

Antioksidan sistemi, enzimatik antioksidan maddeler ve enzimatik olmayan
antioksidan maddeler olmak tizere iki alt bagliga ayrilir (Sekil 3) (65). Enzimatik
antioksidanlara siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon S transferaz (GST) ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri 6rnek
verilebilir. Oksidatif stres durumunda bu enzimlerin aktivitelerinde artis gorildigi
icin ozellikle SOD, CAT ve GPx enzimleri oksidatif stres ve antioksidan o6zellik
arastirmalarinda yaygin olarak incelenen parametrelerdir (60, 66). Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise endojen veya eksojen kaynakli olabilir ve glutatyon, iirik asit,
miyoglobin, hemoglobin, metiyonin, laktoferrin, bilirubin, ¢inko, E,C ve K vitamini

gibi molekiiller 6rnek verilebilir (63, 64).

Antioksidanlar
| | |
Enzimatik —— Enzimatik olmayan |
| |  Kofaktdrler || [Vitaminler ve tiirevleril
[Primer enzimler |§Semnder enzimler | Kaenzim 210 A, €, E, K Vitominieri
Siiperoksit dismutar Ghrtatyon regdictor :-MiI'I-E{"I Iler | =
Katolar Glukoy-&-fosfor-dehidrogenar Cinke L_‘_‘?".QE!"_‘_”.E’ I‘?_r__|
Giulahyon bes okt Seferiyum 2% 5
‘Organosiilfir
=Py [illmyiMdart Diigiik molekiil agiritkl:
- ALl antioksidanlar
nper T
[ Flavonaoller I I Flavanoller ] [ Antosiyaninler I Glitatyon Urrike asit
Kersetit Kmhesin Slpmnmdin
Epifaral Poleganidin Palergonidin -
| Eenalik asitler |
||:n1'll-umwluar| I Flavanonlar ] [ Flawvonlar I I
(ETISEET Hesmeritfin Krlsin |
I Hidroksisinnamik asit | I Hidroksibenzalk asit |
Fer ik st e oSt
AR E¥agik osif

Sekil 3. Endojen Antioksidan siniflandirmasi (65).
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1.5. CD68 (Cluster of Differentiation 68)

CD68 bir glikozile membran proteinidir ve 110 kDa agirligindadir. Doku
makrofajlar1 ve monositler tarafindan yiiksek oranda eksprese edilir. CD68, lizozomal
baglantili miisin benzeri membran protein ailesiyle baglantilidir (67, 68). CD68’in
yerlesimi esas olarak lizozom ve endozom membranidir. Fakat bunun yaninda az da
olsa hiicre yiizeyinde bulunacak sekilde yerlesimi de vardir (69). CD68 proteini ¢opgii
reseptOr ailesinin de iiyesi olup, makrofajlarin ilgili bolgeye ulastirilip o bolgede
aktivasyonunda, fagositozun arttirilmasinda ve hiicresel artiklarin temizlenmesinde
gorev almaktadir (69).

Sun ve ark. (70) yaptiklari ¢aligmada; metabolik sendrom sonucu olusan
inflamasyonun osteoartrit iizerindeki etkisini incelemislerdir. Calismada siganlara
yiiksek karbonhidrat ve yag diyeti uygulanarak metabolik sendrom olusturulmustur.
Boylelikle metabolik sendromlu siganlarin diz eklemlerindeki sinovyumda bulunan
cok sayida hiicrenin CD68 i¢in immiin reaktif oldugunu saptamislardir.

Bagka bir ¢alismada Skyba ve ark. (71) kronik obstriiktif akciger hastalig
(KOAH) tanis1 konulmus hastalar1 incelemislerdir. Bu ¢alismaya gore ideal kiloya
sahip kisilere nazaran obez kisilerde CD68 ve TNF-a gen diizeyleri ciddi oranda
yiiksek bulunmustur. Ayrica adipoz dokuda var olan bu genlerin adiposit hiicre
yogunlugu ve viicut kiitle indeksi ile dogru orantili, insiilin hassasiyeti ile ters orantilt
iligkisi rapor edilmistir. Bu bilgiler disinda adipoz dokuda yer alan CD68, TNF-a ve
IL-6 gen diizeyleri birbirleriyle iligkili bulunmus ve KOAH hastalarinin adipoz
dokularinda yer alan makrofajlarin, hastalik siirecinde gelisen inflamasyona ivme
kazandirdig: rapor edilmistir (72).

Thenappan ve ark. (73) yaptiklar1 ¢alismada pulmoner dokuda CD68 pozitif
makrofajlarin biriktigini bildirmislerdir. Biriken CD68 pozitif makrofajlar, akcigerde
inflamasyonu  ve anormal anjiyogenezi baslatan Onemli  faktorlerdir.
Akcigerdeki anormal inflamasyon ve anjiyogenezin neden oldugu hepatopulmoner
sendromun kontrol altina alinabilmesi i¢in de biriken makrofajlarin yok edilmesi

gerektigini rapor etmislerdir.
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1.6. Timokinon (TQ)

Corek otu olarak bilinen Nigella sativa (N. sativa) Asya’nin giineybatisi,
Avrupa’nin glineyi ve Afrika’nin kuzeyine 6zgili Ranunculaceae (Diigiin cigegigiller)
ailesinden olan mucizevi bir bitkidir (74). Yapraklar1 ince ve boyu 40 cm’e kadar

uzayabilen otsu bir bitkidir (Resim 1).

Resim 1. N. sativa L. (Anonim, 2018)

Corek otunun tohumlari; proteinler (%16-19,9), sabit yaglar (%32-40), ugucu
yaglar (%0,4-2,5), amino asitler (arjinin, glutamik asit, metionin, 16sin, lisin, trosin,
prolin ve treonin), alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler (%35,5), askorbik asit (C),
karbonhidratlar (%33,9), mineraller (%1,79-3,44), tiamin (B1), niasin (PP), pridoksin
(B6), folik asit (B9) ve su (%6) icermektedir. Ugucu yaginda ise; nigellon, trans anetol,
karvakrol, p-cymene, d-limonen, o ve B-pinen de bulunmaktadir (75, 76). TQ,
ditimokinon, timohidrokinon ve timol ise ugucu yagin i¢inde yer alan farmakolojik

aktif bilesenlerdir (77).
1.6.1. Kimyasal Yapisi

TQ’nun kimyasal formiilii C1oH1202’dir (Sekil 4), 2- izopropil-5 metil- 1,4
benzokinon yapisindadir ve molekiil agirligi 164.201 g/mol’diir (78).

O CHs
CH

HsC
o)

Sekil 4. Timokinonun kimyasal yapisi
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TQ, N.sativa’nin temel bilesenleri iginde hem en fazla oranda bulunan (%30-
%48) hem de potansiyel olarak en fazla farmakolojik etkiye sahip aktif bilesenidir
(79). TQ’nun ugucu yagda bulunma yiizdeleri bir calismada %27,8-%57,0 olarak rapor
edilirken (80), yapilan baska calismalarda ise %18,4-%?24 olarak bildirilmistir (81, 82).

1.6.2. Timokinonun Sistemler Uzerine EtKisi

TQ birgok biyoaktiviteye sahip bir bilesendir. Buna karsin en ¢ok antioksidan
ve antikanserojenik etkileri arastirilmistir (83-85). TQ’nun antioksidan 6zelligini
arastiran pek c¢ok calisma yapilmistir (86, 87). Calismalarda TQ’nun antioksidan
etkisiyle ilgili stiperoksit radikali ve hidroksil radikallerini iceren bir¢ok reaktif oksijen
tirlerinin temizleyicisi oldugu, 5-hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz
sentezini inhibe ettigi, serbest radikal olusumunu engelledigi, demire bagh
mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, polimorfoniikleer l6kositleri
uyardig1 ve oksijenin zararl etkilerine karst koruyucu etkisi oldugu rapor edilmistir
(88, 89).

TQ’nun 1ilk ekstrakte edildigi 1960’11 yillardan itibaren antioksidan,
antiinflamatuar ve antikanser aktiviteleri ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. TQ’nun
antikanser etkilerini antiproliferatif, hiicre dongiisii durdurucu, apoptozis arttirict, ROS
ireticit ve antimetaztas gibi farkli yollarla yaptigi distiniilmektedir (90).
Aragtirmalarda TQ nun; 6n mide karsinomunu (91), kolorektal kanser (83), neoplastik
keratinositler (92), insan osteosarkomu (93), fibrosarkom, hepatoseliiler karsinoma
(85), akciger karsinomu, prostat kanseri (84) vb. cogu kanser tiiriinde hiicrelerin
cogalmasi tizerinde engelleyici ve tedavi edici etki gosterdigi bildirilmistir.

Gastrointestinal sistem hastaliklari icin N. Sativa ve TQ ekstratlarinin yaygin
bir sekilde kullanildig: bildirilmistir (94). Yapilan ¢aligsmalarda N. Sativa yagmin ve
TQ’nun mide mukozasin1 koruma yoluyla gastrik lezyonlara karsi gastroprotektif
etkili ve antiiilser etkili oldugu rapor edilmistir (95).

Hayvanlar iizerinde kimyasal ajanlarla karaciger hasari olusturulan deneysel
modellerde TQ nun sitoprotektif etkili bir bilesen oldugunu gosteren bir¢ok calisma
mevcuttur (87, 96). Bir ¢calismada farelere karbon tetrakloriir verilerek karaciger hasari
olusturulduktan sonra oral TQ uygulamasinin karaciger hasarini diizelttigi rapor
edilmistir (96). Farelere karbon tetrakloriir enjeksiyonundan 1 saat once TQ’nun

profilaktik olarak uygulandigi ¢aligmalarda, toksisite sonucu artan serum enzim
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seviyelerini diislirdiigli, hepatik GSH igerigini arttirdigi ve bdylelikle karbon
tetrakloriiriin hepatotoksisitesini diizelttigi bildirilmistir (86, 97). Tekrar fareler
lizerinde yapilan baska bir ¢alismada TQ (1, 2 ve 4 mg/kg/giin, 5 giin) oral olarak
verilmis ve kuinon rediiktaz ve glutatyon transferaz aktiviteleri iizerine etkisi
aragtirtlmistir. TQ nun kuinon rediiktaz ve glutatyon transferaz aktivitelerini belirgin
olarak arttirdigi, bu nedenle de karacigerde koruyucu bir bilesik olarak kimyasal
karsinojenlere ve toksisiteye karsi etkili olabilecegi rapor edilmistir (98). Ratlarda
yapilan bir calismada asetaminofen ile karaciger toksisitesi olusturulmus, tedavi
amagcli uygulanan TQ’nun etkisi incelenmis ve TQ nun terapotik etkisini antioksidan
sistemini arttirma yoluyla yaptig1 bildirilmistir (99). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise
etanol ile ratlarda hepatotoksisite olusturulmus, olusan heptotoksisiteye karst TQ nun
(10 ve 20 mg/ kg viicut agirhgi, 7 giin, oral) koruyucu oldugu ve alkol kaynakli
karaciger hastaliklarinin tedavisinde TQ’nun etkili bir ajan oldugu bildirilmistir (100).

1.7. Ozon (03)
1.7.1. Tarihcesi

Ozonun (O3) varligini ilk kez Van Marum 1785 yilinda ortaya ¢ikarmis, ancak
Christian Friedrich Schonbein 1839 yilinda Os’nun {i¢ atomlu oksijen gazi oldugunu
kesfetmistir (101). O3 jeneratorii ilk olarak 1857 yilinda Almanya’da Werner von
Siemens tarafindan yapilmistir, ancak tedavi amaciyla ilk defa 1870 yilinda C. Lender
tarafindan kanin saflastirilmasi i¢in kullanilmistir (102, 103). Os3’nun tarihte tibbi
nedenli ilk kullanimi 1. Diinya Savasi sirasinda Dr. Albert Wolff’a uzanmaktadir.
Ayrica 1935 yilinda Dr. Erwin Payr, 59. Alman Cerrahi Birligi toplantisinda
“Cerrahide Ozon Uygulamalar1’” konulu bir sunum yapmustir (104, 105). O3’nun hem
laboratuar ekipmani i¢in hem de dis hekimliginde tedavi i¢in kullanimi 1950 yilinda
E.A. Fisch tarafindan gergeklestirilmistir. Sonrasinda 1972 yilinda “Tibbi Ozon
Dernegi” kurulmus, 1993 yilinda ise adi “Hastaliklarin Onlenmesi ve Tedavisinde
Ozon Uygulamalar1 Tip Dernegi” olarak degistirilmistir. Bircok hekim O3 tedavisini
80’11 yillara kadar kullanmis ancak tibbi kullanimi i¢in bilimsel c¢alismalar ve
arastirmalar 80’11 yillardan sonra ivme kazanmistir (106). Tiirkiye’de ise 2014 yilinda

Resmi Gazete’de yayinlanan “Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulamalar

16



~ 29

Yonetmeligi’nde yer alan uygulama esaslari, saglik kuruluslarinin tiirleri ve ¢aligma

esaslart mevzuatina uygun sekilde medikal O3 tedavisi uygulamari baglamistir (107).
1.7.2. Genel Bilgiler

Os gaz halinde bulunan bir molekiildiir. Yapisinda ii¢ oksijen atomu yer alir.
Yapisinda iki oksijen yer alan molekiiler oksijen (O2) kararli halde iken, ii¢ oksijen
iceren O3 kararsiz haldedir. Kararsiz formda olan O3’nun oksijene doniismesi yaklagik
20 dakika i¢inde gergeklesir. Oz’dan oksijen olusumu sirasinda ortamda serbest kalan
atom var olan diger molekiillere baglanarak medikal yarar saglayan yapilar1 meydana
getirir (104).

Stratosfer tabakasi i¢cinde 1-10 ppm konsantrasyonunda bulunan O3 agik mavi
renkte, keskin kokulu bir gazdir (108), gdrevi yeryliziinii ultraviyole (UV) 1sinlarinin
zararh etkilerinden korumaktir (109, 110). O2 ve karbondioksitte (CO2) oldugu gibi
suda ¢oziinme 6zelligi vardir. Suda ¢oziiniirliiliigi O2’ye gore 10 kat (100 mL suda 49
mL O3, 0,02 M, 0°C’de) daha fazladir. Spontan olarak yikima ugrar. Yart omrii
20°C’de 40 dakika, 0°C'de yaklasik 140 dakikadir ancak -111.9°C altinda olarak depo
edilebilir. Biyolojik sivilarda gesitli molekiillerle reaksiyona giren Os gazi serbest
radikallerin olusumuna neden olur (111). Bu nedenle ozon/oksijen karisimindaki Os,
antioksidan bilesiklerle, plazmada bulunan c¢oklu doymamis yag asitleriyle ve
stilthidril (SH) grubu iceren tiyoller ile reaksiyona girer (104). Kimyasal yapist geregi
radikal Ozelligi yoktur, fakat oksidan bir ajandir. Oksidan o6zelliginden dolay1
bulundugu ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilirken, medikal kullanimi ise O3

jenaratorlerinin kesfiyle artarak giiniimiize ulagsmistir (112).
1.7.3. Medikal Amach Elde Edilmesi

Medikal kullanima uygun Os; en sik Corona Discharce Os Jeneratorleri
aracilifiyla elde edilir. Jenerator araciliiyla elektrik akimi 4000-14000 V gibi yiliksek
voltajli verilir ve oksijen molekiiliiniin (O2) yapisinda yer alan ¢ift bag bozulur ve bir
oksijen atomu serbest kalir. Serbest kalan bu atom var olan bir Oz molekiiliiyle birlesip
O3 gazini olusturur. O3, 302 + 68,4 Kcal — 20s tepkimesi ile olusur. Diger elde etme

yontemleri, soguk plasma sistemi ve ultraviole O3 jeneratorleridir (113).
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O3 olusumu asagidaki basamaklar sonunda gergeklesir (106):
1. Oksijen molekiiliiniin bir kism1 elektrikle muamele sonucunda ayr1 ayri
oksijen atomlarina ayrisir:

+Enetji
OD0-0. ———» 0.
AH= +489Kk] / Mol (+117 keal / Mol)

2. Enerji yiikli atomlar bir baska oksijen molekiiliiyle reaksiyona girer,

enerjilerini yitirir ve O3 olustururlar:

0

0.+.0-0. 0# \‘{T

AH=- 105 kJ / mol (-25 kcal /mol)

Medikal Os‘nun hazirlanmasi ve kullaniminda dikkat edilmesi gereken 6nemli
noktalar vardir. O3 hi¢bir zaman saf olarak kullanilmamalidir. Herzaman O ile belirli
oranda karistirllmalidir. Bu karisimda O; orani en az %95, O3 orani ise en fazla %5
olmalidir. Eger bu karisima normal atmosfer havasi girerse, reaktif 6zelliginden dolay1
Os tepkimeye girer ve sonucunda toksik bir gaz olan nitrojendioksit (N202) olusabilir
(114). O3 sabit bir molekiil olmadig1 i¢in medikal kullanimi sirasinda her zaman taze
olarak hazirlanmali ve bekletilmeden aninda uygulanmalidir (106). O3 gazi direk
damar i¢ine verildigi takdirde emboliye neden olabilir, bu nedenle digarida kan ile
tyice karistirildiktan sonra inflizyon seklinde uygulanmalidir. Tedavi sirasinda Os
uygulamasi i¢in Oz’a dayanikhl Uiretilmis malzeler (paslanmaz celik, notral cam ve

teflon) kullanilmalidir (104).
1.7.4. Etki Mekanizmasi

Henry kanunu”na gore O3 gazi da her gaz gibi sicaklik, basing ve
konsantrasyon parametrelerine bagli olarak saf suda ¢oziinme Ozelligine sahiptir.
Fakat O3z diger gazlardan farkli olarak serum fizyolojik, plazma, lenf, idrar gibi
biyolojik sivilarda oksijene gore ¢ok daha hizli olarak ¢oziiniir ve reaksiyona girer. Bu
nedenle ozon/oksijen karisimindaki O3 major otohemoterapi uygulamasinda; ¢oklu
doymamis yag asitleri, antioksidanlar (askorbik asit ve {irik asit gibi), siilthidril
gruplaria sahip tiyol bilesikleri (sistein gibi), glutatyon ve alblimin ile reaksiyona

girer. Bu reaksiyon esnasinda doza bagimli olarak DNA, RNA, karbonhidratlar ve
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enzimler de etkilenebilir. Tiim bu bilesikler O3 karsisinda oksidasyona ugrar ve reaktif
oksijen tiirevleri (siiperoksit, hidrojen peroksit ve hipoklorit) olusur. Doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu reaksiyonlar i¢inde en 6nemlisidir (114). Bu reaksiyonda her
hidrojen peroksitle birlikte iki de lipid oksidasyon iiriinii olusmaktadir (105, 115).

Ikincil haberci gibi davranan hidrojen peroksitin Os’nun tedavi edici
ozelliginde kisith da olsa etkili oldugu kabul edilmektedir. Hidrojen peroksitin
etkilerinden biri eritrositlerdeki 2,3-difosfogliserat diizeyini arttirmasi, bdylece
oksijenin dokulara daha kolay birakilmasina neden olmasidir. Hidrojen peroksitin
plazmada konsantrasyonu artar, kolayca hiicrelerin i¢ine difflize olur, boylece 16kosit
ve endotelial hiicrelerde c¢esitli interlokin, interferon ve transforme edici biiyiime
faktorii yapimini arttirma yoniinde etkileri olur. Lipid oksidasyon firiinlerinin yari
Omiirleri saatlere ulasabildigi icin Osz’nun gecikmis etkilerinden sorumlu
tutulmaktadir. Bu iiriinler uzun yar1 omiirlerinden dolay1 ¢esitli biyolojik etkiler
gosterirler (116). Medikal Oz’a maruziyet trombosit fonksiyonlarinin artigina neden
olmaktadir ve bunu doz bagimli yapmaktadir. Trombositler aktive olduktan sonra
biiylime faktorii salinimu ile iskemi gelisen hastalarda ve iilserli hastalarda iyilesmeye
olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir (117). Deneysel oksidatif stres modellerinde
medikal O3’nun etkileri arastirilmig, antioksidan enzim (SOD, CAT ve GPx gibi)
diizeylerini arttirdigi, MDA diizeylerini azaltti§i ve boylece dokular1 iskemi-
reperfiizyon hasarindan korudugu gosterilmistir (118).

Medikal O3 sonrasi olusan terapotik etkiler asagidaki gibidir (Sekil 5).

Eritrosit Dokulara dzha kelay Oksijen bimkma
ROT < Likosit Immiin sistem wyanimas:
Trombosit  Boydme faktdrlerinin salinmas:
Ozan ——> Plazma
LoP

endotel MO salgilanmasinda artma

Kemik iligi  Cksidakif stresa direncli eritrosit yapimi ve
artrig kik hicre zktivasyonu

DEger Antoksidan enzim miktannda artma
organlar

Sekil 5. Medikal Oz’ nun terapotik etkileri (119)
Serbest radikaller ¢esitli patolojik siireclerde bazen baglatici islev yapar, bazen

ara basamaklarda gorev alir, bazen de sonda ortaya ¢ikabilen reaktif maddelerdir.
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Birgok fonksiyonu olan serbest radikallerin varligr O3’nun biyolojik etkilerinin ortaya

¢ikmast i¢in 6nemlidir (120).
1.7.5. Ozon Uygulama Metodlar
1.7.5.1. Sistemik Uygulama

Major Otohemoterapi: Bu tedavi yonteminde O3 ile zenginlestirilen hasta kani
belirli bir hizla hastaya tekrar geri transfiize edilir. Uygulamada kapali ve basinci
alinmis bir sistem kullanilir. Hastadan yaklasik 50-100 ml kan alinir, uygun dozlarda
O3 ile reaksiyona sokulur. Bu tedavide steril tek kullanimlik malzeme kullanilmalidir.
Bu tedavi yontemi genellikle; arteriyel dolasim bozukluklari, immiin yetmezlikten
kaynaklanan hastaliklar, enfeksiyonlar, kanser hastalarinin ek tedavisi, romatizmal
eklem hastaliklar1 gibi durumlarda tercih edilmektedir (105, 106, 121).

Minor Otohemoterapi: Bu yontemde hastadan alinan 5 ml kan, ayn1 miktarda
80—-100 pl/ml’lik ozon/oksijen karisimi ile reaksiyona sokulur. Sonrasinda olusan
karisim im (intramuskuler) yolla viicuda geri verilir. Islem esnasinda anesteziye gerek
yoktur. Bu tedavi yontemi; alerjik vakalar, akne ve fronkiilozis gibi durumlarda tercih
edilir (105, 109).

Rektal insiiflasyon: Medikal O3z tedavisinin en eski uygulama
yontemlerindendir. Bu yontemde 150-300 ml ozon/oksijen karigimi kullanilir. Karigim
katater ve katatere bagli silikon torba veya enjektor araciligi ile rektal yoldan
uygulanir. Bu tedavi yontemi toplamda 10-12 insiiflasyonluk bir uygulama
programidir. Bu yontemin tercih edildigi durumlar; sistemik olarak major
otohemoterapinin uygulanamamasi, o6zellikle intravenéz reinflizyona damarlarin
uygun olmamasi nedeniyle uygulanamadig1 yasl hastalar; topikal olarak bagirsaklarda
proktit ve kolit gibi patolojik durumlar ve bagisiklik sisteminin yetersiz kaldig: sitemik
enfeksiyonlardir (109, 122).

Periton I¢i Uygulama: Periton bosluguna silikon kateter sabitlenir ve bu
kateterle 10-20 pg/ml arasindaki bir konsantrasyon ve 200-300 ml arasindaki bir
hacimde Os’lanmis suyla periton yikanir. Bu yontem peritonitin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica deneysel hayvan ¢aligmalarinda en sik kullanilan yontemdir

(122).
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1.7.5.2. Topikal Uygulama

Diistik Basingli O3 Uygulamasi: Daha oOnceki g¢aligmalarda, lokal sinirh
yaralarda O3 gazmin diisiik atmosferik basingta ve bir emme kabi altinda siirekli
akisinin olumlu etkisi bildirilmistir (106). Bu yontem; dekiibit {ilserleri, radyasyon
yaralar1 ve fistiil tedavilerinde tercih edilmektedir (122, 123).

Transkutanéz O3 Imersiyonu: Bu yontem genellikle; varis iilserleri ve genis
alana yayilan enfekte olmus yaralarda tercih edilmektedir (122, 123).

Intraartikiiler O3 Enjeksiyonu: Bu tedavi yontemi genellikle; osteoartrit,
romatoid artit ve gonartroz durumlarinda tercih edilmektedir (106, 120).

Os’lanmis Uriinlerin Uygulanmast: O3’lu su, O3’lu kremler veya Os’lu
zeytinyagi seklindeki uygulamalardir. Bu yontem; dis ve dis eti yaralari, zona, enfekte
cilt yaralari, mantar enfeksiyonlar1 ve otitis eksterna gibi durumlarda

kullanilabilmektedir (105, 121, 122).
1.7.6. Ozon Tedavisinin Endikasyonlar:

Medikal O; tedavisi esas olarak infeksiyoz hastaliklar, immiin sistem
hastaliklar1, vaskiiler bozukluklar, ortopedik patolojiler ve dejeneratif hastaliklarda
kullanilmaktadir (110).

Enfeksiyoz hastaliklar: Oz’lanmig distile su ve O3’lu yagin dezenfektan etkisi
ve immiin sistemi aktive edici 6zelligi bilinmektedir. Bu etkilerinin disinda savas
yaralari, iilserler anaerobik enfeksiyonlar ve yaniklarda etkinligi vardir. Oz’lanmis
soliisyonlar temizleyici etki ve giiclii dezenfektan ozelliginden dolayr mantar
hastaliklar1, gingivit, anal fissiir, yatak yarasi, fistiil, osteomyelit, siniizit, stomatit,
apse, vulvovajinit, antibiyotiklere direngli iyilesmeyen yaralar veya anaerobik
bakterileri 6ldiirmek icin kullanilmaktadir (106). Ayrica yapilan ¢aligmalarda medikal
Os tedavisinin hem maliyetinin diisiik oldugu hem de kendisine gelismis bir direncin
olmadig1 rapor edilmistir (110).

Immiin sistem hastaliklari: Immiin sistemin baskilandig1 veya bozuldugu
kanser hastalarinda kemoterapi veya radyoterapi tedavisi sonrasinda, kronik viral
hastaliklarda ve romatolojik hastaliklarda medikal O3 tedavileri uygulanmaktadir (124,
125).
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Vaskiiler bozukluklar: Yapilan birka¢ g¢alismada medikal O3 tedavisinin
serebral ve kalp damar hastaliklarinda, kronik alt ekstremite iskemilerinde, Raynaud’s
Sendromunda etkili oldugu bildirilmistir (126). Osz’nun bu tedavideki etki
mekanizmast sOyle aciklanmistir; eritrositlerdeki 2,3-DPG  miktarini  arttirip
oksihemoglobin disosiasyon egrisini saga kaydirir ve periferde hipoksik dokulara O>
dagitimi saglar. O3’a maruz kalan endotelyal hiicrelerde NO salinimi ciddi diizeyde
artar. Salinimi artan NO hem vazodilatasyonu saglar hem de ekstremite iskemisi olan
hastalardaki spontan agriyr ortadan kaldirir. Kesin olmamakla birlikte iskemik
alanlarda neoanjiogenez oldugu da iddia edilmektedir (127). Ayrica O3’lanmis
heparinize kanda Platelet Derive Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Degistirici Biiyiime
Faktorii (TGF B1) salinimi ve buna bagli olarak da iilserlesmis dokularin iyilestigi
gbzlenmistir (126).

Ortopedik patolojiler: Disk hernileri veya akut-kronik eklem hastaliklarinda
hasarli bolgeye diisiik hacimle medikal O3 tedavisi uygulanmaktadir (128, 129).

Dejeneratif hastaliklar: Yapilan ¢alismalarda verilen ozon/oksijen karigiminin
antioksidan enzim seviyesini arttirdig1 ve bu etkiyle senil demans, parkinson hastaligi,
optik sinir disfonksiyonlar1 ve makiilopati gibi hastaliklarda faydali olacag:
bildirilmistir (130, 131). Orta diizeyde ve tekrarli medikal O3 tedavilerinin SOD, CAT,
GPx enzimlerini kesinlikle arttirdigi  bilinmektedir. Kardiyak infarktis,
norodejeneratif hastaliklar, HIV infeksiyonu (124) ve makulopati gibi durumlarda da
bu enzimlerde artis oldugu rapor edilmistir (110).

Tablo 2’de medikal O3 nun etki mekanizmasi ve bu dogrultuda endikasyonlari

gosterilmektedir (110).
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Tablo 2. Medikal O3 nun endikasyonlar1 ve etki mekanizmasi

Endikasyonlari Etki mekanizmasi

Eritrosit metabolizmas aktivasyonu
Arteryel dolasim bozukluklar1
O>’nin serbest kalma etkisi

) Dezenfeksiyon
Yiizeyel iilserler ve deri lezyonlari S o
Yara iyilestirme 6zelligi

Enfeksiyonlar ve viriis kaynakl hastaliklar Immiinomodiilasyon
Dezenfeksiyon
Patolojik bagirsak sorunlari Immiinoaktivasyon

Antienflamatuar etki
Karsinojenik patolojiler Immiinoaktivasyon
Antienflamatuar etki
Romatizmal hastaliklar Immiinomodiilasyon
Antioksidatif kapasitenin aktivasyonu
Immiinoaktivasyon
Geriatrik sorunlar O>’nin serbest kalma etkisi
Enzim aktivasyonu
Dezenfeksiyon

Dis hekimligi Y L
Yara iyilestirme 6zelligi

Terapotik Oz uygulama doz araligi, “Uluslararasi Ozon Tedavisi Okullar1”nin
2010 yilinda yayinladigr “Madrid Ozon Deklorasyonu”nda belirlenmistir. Bu bilgi
dahilinde terapotik O3 konsantrasyonunun 5-60 pg/ml arasinda oldugu kabul edilmis
ve konsantrasyonlar diisiik, orta ve yliksek konsantrasyon olarak tlige ayrilmistir (132).

Diisiik konsantrasyon (10-20 pg/ml): Immiin sistemin baskilandigi veya
etkilendigi hastaliklarda tercih edilmektedir. Bu konsantrasyon araliginda
immiinmodiilator etki yapmaktadir.

Orta konsantrasyon (20-30 pg/ml): Hem immiinmodiilatér hem de antioksidan
etki yapar. Alzheimer, Parkinson ve demans gibi noérodejeneratif hastaliklarda;
amfizem, kronik obstriktif akciger hastaligi ve akut respiratuar stres sendromu gibi
akciger hastaliklarinda; retinitis pigmentoza, katarakt, glokom ve yasa bagli makiiler
dejenerasyon gibi oftalmolojik hastaliklarda; talasemi ve orak hiicreli anemi gibi
hematolojik hastaliklarda ve hipertansiyon, vendz yetmezlik, periferal arteriyel

hastalik, kardiyak iskemi ve vendz staz gibi vaskiiler hastaliklarda kullanilmaktadir.
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Yiiksek konsantrasyon (30-60 pg/ml): Anti-enflamatuar etki gostermektedir.
Enfeksiyoz (HIV, Herpes Simplex Viriis, Human Papilloma Viriis, Hepatit A, B, C,
zona, giardiazis, candidiazis), dermatolojik, eklem (osteoartrit, gonartroz), alerjik ve
sistemik enflamatuar hastaliklarin (SLE, romatoid artrit, Crohn hastalig1) tedavisinde

kullanilmaktadir.
1.7.7. Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlar1

Medikal O3 tedavisinin mutlak kontrendike oldugu durum; glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz enzim eksikligi ile giden Favizm hastaligidir. Tedavinin seyrini
etkiledigi i¢in tedavi siirecinde C vitamini ve E vitamini igeren tiim antioksidan
takviyelerinin birakilmasi Onerilmektedir. Goreceli kontrendike durumlar ise;
hamilelik (6zellikle ilk 3 ayda), nonkompanse diyabetes mellitus ve toksik
hipertiroidizmdir (133, 134).

O3 uygun terapotik aralikta kullanildigi takdirde yan etkileri oldukca az
gozlemlenmektedir. Yan etkiler genellikle lokal komplikasyonlardan (iyatrojenik)
veya Os3’nun yiiksek konsantrasyonlarda inhale edilmesinden kaynaklanmaktadir.
Nadiren de olsa en sik goriilen yan etkiler; mide bulantisi, dudaklarda ve dilde
karincalanma hissi, agizda metalik tat, yorgunluk, kasinti, eritemat6z deri dokiintiileri
ve hafif hipotansiyondur (135).

Solunan havada artan O3 konsantrasyonuna bagli olarak organizmada ortaya

¢ikan toksik durumlar Tablo 3’te gdsterilmistir (136).

Tablo 3. Solunan havadaki O3 gazi konsantrasyonu ve toksik etkileri

Havadaki O3 Konsantrasyonu (Ppm) Toksik Etki

0.1 Ust hava yollarinda irritasyon ve salg1 artisi
1.0-2.0 Rinit, 6ksiiriik, bas agrisi, bulanti

2.0-5.0 (10-20 dk) [lerleyici dispne, bronsiyal spazm, retrosternal agri
5.0 (60 dk) Akut pulmoner 6dem, bazen respiratuar paralizi
10.0 4 saat i¢inde 6lim

50.0 Dakikalar i¢inde 6liim
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Deney Hayvanlar

Bu c¢alismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligi’nin 17.07.2019 tarih ve 2019/15 sayil1 toplantisinin 147 nolu karar onay1
ile baglanmistir. Caligmada agirliklart 270-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 56
adet Sprague-Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Deney i¢in 56 adet hayvan her
grupta rastgele 7 adet hayvan olacak sekilde 8 esit gruba ayrildi ve her bir grup 4
haftalik deney siiresine dahil edildi.

2.2. Deney Gruplan

Kontrol grubu (Grup 1): Bu gruptaki sicanlar deney siiresi boyunca 100x50x20
cm ebatlarindaki cam fanus igerisinde normal atmosfer havasina maruz birakildi.

O3 verilen grup (Grup 2): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm ebatlarindaki
cam fanus icerisinde normal atmosfer havasina maruz kalan si¢anlara haftada 5 giin
150 pg/kg/giin ip (intraperitoneal) yolla O3 verildi.

TQ verilen grup (Grup 3): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm ebatlarindaki
cam fanus icerisinde normal atmosfer havasina maruz kalan sicanlara haftada 5 giin
10 mg/kg/giin ip (intraperitoneal) yolla TQ verildi.

O3 ve TQ verilen grup (Grup 4): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm
ebatlarindaki cam fanus igerisinde normal atmosfer havasina maruz kalan siganlara
haftada 5 giin 150 pg/kg/giin ip O3 ve 10 mg/kg/giin ip TQ aralarinda 8 saat zaman
dilimi birakilacak sekilde verildi.

FA verilen grup (Grup 5): Bu gruptaki sicanlar deney siiresi boyunca
100x50x20 cm ebatlarindaki cam fanus i¢erisinde solunum yolu ile 10 ppm 8 saat/giin
FA’ya maruz birakildu.

FA ve Os verilen grup (Grup 6): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm
ebatlarindaki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm 8 saat/giin FA’ya maruz
kalan sicanlara haftada 5 glin 150 pg/kg/giin ip Os verildi.

FA ve TQ verilen grup (Grup 7): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm
ebatlarindaki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm 8 saat/giin FA’ya maruz

kalan sicanlara haftada 5 giin 10 mg/kg/giin ip TQ verildi.
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FA, O3 ve TQ verilen grup (Grup 8): Deney siiresi boyunca 100x50x20 cm
ebatlarindaki cam fanus igerisinde solunum yolu ile 10 ppm 8 saat/giin FA’ya maruz
kalan siganlara haftada 5 giin 150 pg/kg/giin ip O3 ve 10 mg/kg/giin ip TQ aralarinda

8 saat zaman dilimi birakilacak sekilde verildi.
2.3. Deney Ortaminin Hazirlanisi

Deney siiresinde 100x50x20 cm ebatlarinda sekiz adet cam fanus kullanildi.
Her fanusa bir deney grubu yerlestirildi. Deney gruplarindan dordii (grup 1,2,3 ve 4)
deney boyunca FUDAM’da barmdi ve normal atmosfer havasi soludu. Diger dort
gruba (grup 5,6,7 ve 8) ise cumartesi ve pazar hari¢ diger glinlerde 08:00 ile 16:00
saatleri arasinda zehirli gaz tahliye sistemi olan Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Anatomi laboratuvarlarinda FA solutuldu. FA soluma siiresinin sekiz saatle
sinirlandirilmasinin  sebebi; anatomist, histolog ve patologlarda FA’nin mesleki
maruziyetinin hafta i¢i bes giin ve giin i¢inde sekiz saat olmasidir.

Deney hayvanlarin barinacagi ortam ve FA solutma prosediirii Aydin ve
ark.’nin (137) uygulama sekliyle gerceklestirildi. Fanuslara hava giris cikisim
saglamak i¢in 5 mm ¢apinda iki adet delik agildi. 100 cm uzunlugundaki cam fanuslar
tel elek ile iki bolmeye ayrildi. 70 cm uzunlugundaki bélmeye hayvanlar birakildi. 30
cm uzunlugundaki bélme ise FA uygulamasi igin kullanildi. Her iki blmenin tavanina
10.5 cm gapinda birer tane yuvarlak delik acildi. Biiyiik bolmenin tavaninda bulunan
delik hayvan tahliyesi i¢in kullanildi. Kii¢lik b6lmenin tavaninda bulunan delikten 1

cm capinda iki adet pamuk top sarkitild1 (Sekil 6).

Sekil 6. Cam Fanus, Hava Pompasi, FA Enjekte Edilen Pamuk Toplari
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Deney siiresince hayvanlara saat 08:00 ile 16:00 arasinda FA solutuldu. Bunun
i¢cin fanuslarin kii¢lik b6lmesinin tavaninda yer alan her pamuk topunun merkezine 1
cc FA enjekte edildi. FA havadan agir olup dibe ¢coken bir gaz oldugu i¢in, giin i¢inde
%37’1ik FA doldurulan 50 ml ependorf tiiplerinden hava pompasina bagli serum
setlerindeki damla ayarlayic1 aygit ile fanuslara FA takviyesi yapildi. Bu pompa
dakikada 0.01- 0.02 ppm FA pompalayacak sekilde ayarlandi. Boylelikle hem cam
fanus i¢indeki FA orani giin i¢inde 10 ppm seviyesinde tutuldu hem de FA’nin cam
fanusun her yerinde esit olarak dagilmasi saglandi. Cam fanus icindeki FA
konsantrasyonu, OSHA (Occupational Safety and Health Administration) tavsiyeli,
kalibrasyonu yapilmis FA monitorii (Environmental Sensors Co. Boca Raton FL
33432 USA Katalog No: ZDL-300) ile tespit edildi. Sekiz saat siiresince 10 ppm’de
tutulmaya calisilan FA seviyesinde azalma oldugu takdirde 1 cc %37’lik FA yeniden
pamuk toplarinin merkezine enjekte edildi ve bdylece sekiz saat boyunca 10 ppm FA
seviyesi saglandu.

Normal atmosfer havasi soluyan ve sekiz saat FA solutulan hayvanlarin

hepsinde normal rat yemi ile ad libitum su ve beslenmeye devam edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Sican Yemi Igerigi

Soya (%) 29.4
Arpa (%) 27
Bugday (%) 15
Mistr (%) 10
Kepek (%) 8
Balik Unu (%) 8
DCP (%)* 1.6
Tuz (%) 0.6
Kavimix VM 23-Z (%)** 0.2
Methionin (%) 0.2

* % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor

**] graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B2, 1,2 mg B6, 0,006
mg B12 vitaminleri, 16 mg Nikotin amid, D. Panth. 0,32 mg Folik asit, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg kolin
kloriir, 20 mg ¢inko, Basitrasin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06
mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca’dan olusur.
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Deney sonunda biitiin gruplardaki sicanlar anestezi altinda sakrifiye edildi.
Sicanlardan alinan kanlarin bir kism1 EDTA’l1 tiiplere kalan kismi diiz biyokimya
tiiplerine alindi. Siganlardan alinan karaciger dokularinin bir kismi histolojik ¢alisma
icin %10’luk FA igeren steril idrar kaplarina alinirken, kalan kismi biyokimya

calismalari i¢in -80°C’de saklandi.
2.4. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
2.4.1. MDA Tayini i¢cin

MDA tayini i¢in alman EDTA’l1 kan 6rnekleri santrifiij edilerek plazmalari

alinmig ve plazmada MDA diizeylerine bakilmistir.
2.4.2. GSH Tayini i¢cin

Tam kanin distile su ile 1:10 oraninda distil su ile sulandirilmasi ile elde edilen

hemolizatlarda GSH tayini yapilmistir.
2.4.3. CAT Tayini i¢cin

Plazmasi ayrilan EDTA’l1 kan 6rnekleri, serum fizyolojik ile 3 kez yikandiktan
sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak hemoglobin (Hb) tayini
yapilmustir. Daha sonra diliie edilmis bu kan 6rnekleri 1:100 oraninda fosfat tamponu
(50 mM KH;PO4/NaHPO4, pH:7.0) ile tekrar sulandirilmis ve hazirlanmis bu
hemolizatlarda CAT aktivite tayini yapilmastir.

2.4.4. GPx Tayini icin

Aliman tam kanin 1:20 oraninda distile su ile sulandirilmasi ile elde edilen
hemolizatlarda GPx aktivite tayini yapilmistir.

2.4.5. AST ve ALT Tayini icin

Alinan kan 6rnekleri EDTA igeren tiiplerde toplanip 3000 rpm’de santrifiij 10
dk edilerek elde edilen plazma 6rneklerinde AST ve ALT aktivite tayini yapilmistir.

2.5. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi
2.5.1. MDA, GSH, CAT Tayini icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku ornekleri iki siizge¢ kagidi arasinda suyu alindiktan sonra tartilarak

distile su ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde teflon-
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cam homojenizatdrle homojenize edilmis, 3.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, GSH, CAT ve protein tayinleri yapilmistir.
2.5.2. GPx Tayini icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
Doku ornekleri distile su i¢inde 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip,
kirilmis buz igerisinde homojenize edilmis ve olusan homojenatlar 1.5 ml’lik
ependorflara konularak sogutmali santrifiijjde 14.000 rpm’de 55 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiigasyon islemi sonucunda siipernatantlar alinmis ve alinan bu

siipernatantlarda GPx aktiviteleri ve protein tayini yapilmistir.
2.6. Kullanilan Yontemler
2.6.1. Plazma ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini

Plazma oOrneklerinde MDA diizeylerinde meydana gelen degisiklikler
spektrofotometrik olarak Placer ve ark.’dan (138) modifiye edilmis olan yonteme gore
Olciilmiistiir. Bu metotta lipit peroksidasyonunun aldehit iiriinlerinden olan MDA ile
tiyobarbitiirik asit, pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢o6zeltinin
absorbans1 532 nm’de spektrofotometrik olarak o6lgiilerek lipit peroksidasyonunun

derecesi saptanmuistir.
2.6.2. Eritrosit ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini

GSH tayini Ellman (139) tarafindan bildirilen metotla yapilmistir. Bu yontem,
5,5'dithiobis-2-nitrobenzoik asit ilave edildiginde siilfidril gruplarinin meydana
getirdigi sar1 rengin spektrofotometrik olarak oOl¢iilmesi temeline dayanan bir

yontemdir.
2.6.3. Kanda ve Dokuda CAT Aktivitesinin Tayini

Eritrosit ve doku CAT aktivitesini Olgmek i¢in Aebi (140) metodu
kullanmilmistir. CAT H207’in yikimim katalize eder. H2O2’in CAT tarafindan yikim
hizi, H202’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
2.6.4. Kanda ve Dokuda GPx Aktivitesinin Tayini

Eritrosit ve doku GPx aktivitesi Olgiimii i¢in Beutler’in (141) metodu

kullanilmistir. GPx, GSH’nin GSSG’ye oksidasyonunu H2O: kullanarak katalizler.
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GPx
2GSH + R-O-O-H — GSSG + H;0 + R-OH

GSSG’nin olusum hiz1 GSH reaksiyonu vasitasiyla dlgiiliir.

GSH
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin (bu enzim Ol¢limlerinde en
uygun peroksid substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol glutatyon
disiilfat (GSSG) olusur. GSSG’nin GSH’ye rediiksiyonunda GSSG’nin her bir
moliintin rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH okside olur. GPx aktivitesi d¢ NADPH
oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki sistemin optik
dansitesindeki diisiisten hesaplanir.

GPx’in spesifik aktivitesi; kanda U/mg Hb, dokuda U/g protein olarak

hesaplanmustir.

2.7. Total Oksidan ve Total Antioksidan Ol¢iimleri
2.7.1. Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Ol¢iimii

Orneklerin (serum/plazma) TOS diizeyleri Sunred Biological Technology Co.
Ltd. (Shanghai, CHINA) firmasindan temin edilen Human TOS ELISA Kit
kullanilarak ELISA yontemiyle iretici firmanin katalogunda (katalog no: 201-11-
1669) belirtilen sekilde caliyma prosediirlerine uygun olarak ¢alisildi. Ornekler
caligilirken plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek ELXS50 (BioTek
Instruments, USA) cihazi kullanildi. Absorbans okumalarinda ChroMate P4300
microplate reader (Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazi
kullanildi. Test degerleri nmol/mL olarak verildi. Human HTN1 ELISA kitinin 6l¢iim

aralig1 0.1-20 nmol/mL, sensivitesi ise 0.073 nmol/mL olarak belirtilmistir.

30



2.7.2. Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Ol¢iimii

Omneklerin (serum/plazma) TAS diizeyleri Sunred Biological Technology Co.
Ltd. (Shanghai, CHINA) firmasindan temin edilen Human TOS ELISA Kit
kullanilarak ELISA yontemiyle iiretici firmanin katalogunda (katalog no: 201-11-
2672) belirtilen sekilde calisma prosediirlerine uygun olarak calisildi. Ornekler
caligilirken plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek ELXS50 (BioTek
Instruments, USA) cihaz1 kullanildi. Absorbans okumalarinda ChroMate P4300
microplate reader (Awareness Technology Instruments, Palm City, FL, USA) cihazi
kullanildi. Test degerleri U/mL olarak verildi. Human HTN1 ELISA kitinin 6l¢iim
araligi 0.2-60 U/mL, sensivitesi ise 0.175 U/mL olarak belirtilmistir.

2.8. Immiinohistokimya

2.8.1. CD68 Immiin Boyama Metodu

%10’luk notral FA’da fikse edilen karaciger dokulari, rutin histolojik takip
serilerinden gecirilerek parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan 4-6
um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular
dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda
pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda
1s1sinda yaklasik 20 dakika sogutmak i¢in bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered
Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen
peroksidaz aktivitesini dnlemek icin hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika
inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block, TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA).
PBS ile 3x5 dakika yikanan dokulara zemin boyasin1 engellemek i¢in 5 dakika Ultra
V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra
1/200 oraninda dilue edilen primer antikorlar (Rabbit CD68 Polyclonal Antibody, E-
AB-40066, Elabscience, USA ) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), TP—
125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30

dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
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Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC
Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation,
USA) soliisyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es
zamanl olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’in hematoksilen ile zit boyamasi
yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large
Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmligi (0.1: <%?25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-
75, 0.9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas
alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor-yayginlik x siddet.

2.8.2. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, kat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikand1. %0.05°1lik proteinase K ile 10
dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin %3
hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6
dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’de nemli ortamda g¢alisma
sollisyonu (%70 pul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30
dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi1 yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele se¢ilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500
hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. TUNEL Boyama Prosediirti.

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilie nw ™~ L.
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7  PBS 3X5
8 Endojen peroksit blokaj1 (%3 H20>) 3 dakika
9 PBS 3X5
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (%70 pul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer (2ml ) + Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10
16 PBS 3X5
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21  Xylol 2X5
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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2.9, istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz i¢in IBM SPSS Statistics 21 paket programi kullanildi. Grup
ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
kullanilarak hesaplandi. Post-hoc olarak Duncan testinden faydalanilarak, tiim
degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi (ortalama+SEM) seklinde gosterildi.

p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Formaldehit Ol¢iimleri

Giin i¢inde farkli saatlerde yapilan FA ol¢iimlerinde, FA’ya maruz kalma

degeri 10.20+0.16 ppm olarak tespit edildi (Sekil 7).

Sekil 7. Formaldehit Ol¢iimii Gorseli
3.2. Klinik Bulgular

Dort hafta siiren caligma boyunca siganlarin gozle goriilebilen klinik
degisiklikleri takip edildi. Deney siiresince FA’ya maruz kalmayan sicanlarin tiiyleri
beyaz kalirken, FA’ya maruz kalan siganlarin tliylerinde sararma gozlendi (Sekil 8).
Ayrica FA solutulan siganlarin hareketlerinde yavaglama, sik sik burun temizleme,
asirt goz kirpma ve yalanma hareketlerinde artis gozlendi. Bununla birlikte FA
solutulan si¢anlarin ¢alisma baslangicinda ortalama agirligi 282 gr iken dort hafta

sonrasinda ortalama agirlig1 263 gr olup viicut agirliginda azalma tesbit edildi.
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KONTROL

Sekil 8. Sican Tiiylerinde Renk Degisimi

3.3. Biyokimyasal Bulgular
3.3.1. Kanda Biyokimyasal Bulgular

Serum AST ve ALT seviyelerinde olusan degisiklikler acisindan gruplar arasi
kargilastirma yapildi. Kontrol grubu, O3 grubu, TQ grubu ve TQ+O3 grubundaki
sicanlar arasinda anlamli bir farklilik izlenmedi. Fakat FA’ya maruz kalan si¢anlarda
kontrol grubuna gdre anlamli bir yiikselme (p<0,05) izlendi. Bunun yaninda FA’ya
maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem Oz hem TQ tedavisi alan
siganlarda FA nedeniyle yiikselen degerlerin diistiigli gozlendi. Bu diisiis en ¢ok FA+
O3 grubunda ortaya ¢ikti (Tablo 6).

Tablo 6. Sicanlarin kaninda AST ve ALT degerlerinin degisimi

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L)

Kontrol 131,65+6,06% 65,50+2,46*
03 152,4542,93Y 68,00+1,79%
TQ 154,15+1,85° 67,50+0,22%
TQ+0; 135,15+2,93% 67,50+£2,46%
FA 286,43+16,58° 81,00+1,32¢
FA+O; 115,10£10,19° 67,00+£2,23%
FA+TQ 127,4049,032 73,50+4,25°
FA+TQ+0;3 140,05£10,98 68,50+2,56%
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Sicanlarin serum MDA degerlerindeki degisime baktigimizda; kontrol, O3, TQ
ve TQ+0O3 grubu siganlarin MDA diizeyleri arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi.
FA’ya maruz kalan siganlarin MDA degerinde anlamli bir yiikselme (p=0,001)
gozlendi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece Os, sadece TQ, ya da hem Oz hem
TQ tedavisi alan siganlarda ise artan MDA seviyelerinde kontrol grubu degerleri ile
uyumlu olan azalmalar izlendi. Bu degisim en ¢ok FA+TQ grubunda meydana geldi
(Tablo 7).

Siganlarda serum antioksidan parametrelerini inceledigimizde; kontrol, O3, TQ
ve TQ+Os gruplari arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi. FA verilen siganlarda
serum GSH ve CAT degerlerinde kontrol grubuna gore azalma olup p-0,05 ¢ikarken
GPx ve SOD degerlerinde ise p=0,001 ile anlaml diizeyde azalma saptandi. Buna
karsin FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem O3 hem TQ
tedavisi alan si¢anlarda ise azalan antioksidan parametrelerinin seviyelerinde anlaml

artiglar izlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Sicanlarin kaninda MDA, GSH, CAT, GPx ve SOD degerlerinin degisimi

Gruplar MDA GSH CAT GPx SOD
(nmol/ml) (pmol/ml) (k/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb)
Kontrol 8,27+0,29% 159,31+5,88  30,61+1,85%  113,25+1,292 63,01+0,48%
(0} 8,44+0,50% 148,748,028 27,40+1,69° 114,73+2,62° 63,03+0,51%
TQ 8,08+0,32? 149,594+6,04*  34,97+1,76* 114,61+6,15° 62,43+0,61%
TQ+03 8,28+0,18® 149,04+£5,76%  26,84+2,00° 122,01+7,62° 62,89+0,61%
FA 10,75£0,23¢  117,31+3,78>  19,98+0,80° 80,38+3,68" 58,10+0,77¢
FA+Os3 9,28+0,17° 142,82+9,99  27,19+2,27° 112,71+£11,67¢  60,77+0,99°
FA+TQ 8,69+0,17% 143,88+5,398  26,79+0,96° 107,40+3,95% 62,44+0,63%
FA+TQ+03  9,24+0,23° 143,467,478 29,08+2.20  112.34+4,69* 62,91+0,54%

3.3.2. Karaciger Dokusunda Biyokimyasal Bulgular

Sicanlarin doku MDA degerlerindeki degisime baktigimizda; kontrol, O3, TQ
ve TQ+Os grubu siganlarin MDA diizeyleri arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi.
FA’ya maruz kalan sicanlarin MDA degerinde anlamli bir yiikselme (p-0,001)

gozlendi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem O3 hem
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TQ tedavisi alan si¢anlarda ise artan MDA seviyelerinde kontrol grubu ile uyumlu olan
azalmalar izlendi. Bu azalma en ¢ok FA+TQ+O3 grubunda gozlendi (Tablo 8).
Sigcanlarda doku antioksidan parametrelerini inceledigimizde; kontrol, O3z, TQ
ve TQ+Os3 gruplar1 arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi. FA’ya maruz birakilan
sicanlarin doku SOD ve GPx degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
(p=0,001) olurken CAT seviyesinde anlamli olmayan bir diisiis (p-0,05) saptandi. Buna
karsin FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem Oz hem TQ
tedavisi alan sicanlarda ise azalan antioksidan parametrelerin seviyelerinde anlamli

artislar meydana geldi (Tablo 8).

Tablo 8. Sicanlarin karaciger dokusunda MDA, GSH, CAT, GPx ve SOD degerlerinin

degisimi
Gruplar (11:;[11]?)?@ GSH CAT GPx SOD
doku) (nmol/ml) (k/mg prot.) (U/mg prot.) (U/mgp rot.)
Kontrol 0,65+0,032¢ 14,67+0,49* 34,2242, 512 18,45+0,57% 12,99+0,05%
(0} 0,54+0,06* 17,54+0,18*  33,65+2,87% 16,49+0,57* 12,80+0,10°
TQ 0,62+0,05%¢ 16,64+0,30*  40,05+1,94* 18,18+0,53? 13,25+0,19%
TQ+0s3 0,58+0,03% 17,13£0,21*  37,22+1,72% 16,97+0,55* 13,43+0,27°
FA 0,96+0,06¢ 14,93+£0,35*  25,57+1,76° 14,30+0,58° 11,91+0,14¢
FA+Os3 0,77+0,05¢ 16,64+0,322 35,07+2,22% 18,39+1,022 12,93+0,10%
FA+TQ 0,78+0,05¢ 17,17£0,252 34,02+2.47% 17,23+0,47* 13,000,182
FA+TQ+O3 0,71£0,05% 16,730,232 35,07+2,22° 17,58+0,41? 12,92+0,12%

3.3.3. Kanda TOS ve TAS Ol¢iimleri

Serum TAS seviyelerindeki degisimi inceledigimizde; kontrol, O3, TQ ve
TQ+O03 gruplart arasinda anlamli farklilik izlenmedi. FA’ya maruz kalan sicanlarin
serum TAS degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis (p-0,03) meydana
geldi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece Os, sadece TQ, ya da hem O3 hem TQ
tedavisi alan siganlarda FA nedeniyle azalan serum TAS degerlerinde tekrar yiikselme
izlendi. Bu artig en ¢ok FA+TQ+O3 grubunda ortaya ¢ikt1 (Tablo 9).

Serum TOS seviyelerindeki degisimi inceledigimizde; kontrol, O3, TQ ve

TQ+Os gruplar arasinda anlaml farklilik izlenmedi. FA’ya maruz kalan sicanlarin
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serum TOS degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir artis (p=0,98)
izlendi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem O3 hem TQ
tedavisi alan sicanlarda FA nedeniyle artan serum TOS degerlerinde diisme saptandi.

Bu diisiis en ¢ok FA+TQ grubunda ortaya ¢ikt1 (Tablo 9).

Tablo 9. Sicanlarin kaninda TAS ve TOS degerlerinin degisimi

Gruplar TAS TOS

Kontrol 4.65+0.16% 2.27+0.16%
Os 4.65+0.35* 2.31+0.07%
TQ 4.78+0.38* 2.28+0.18%
TQ+03 4.67+0.24* 2.34+0.20%
FA 4.20+0.25° 2.36+0.222
FA+O3 4.55+0.252 2.30+0.19%
FA+TQ 4.324+0.092 2.29+0.32%
FA+TQ+0s3 4.60+0.132 2.30+0.37%

3.3.4. Karaciger Dokusunda TOS ve TAS Ol¢iimleri

Sicanlarin karaciger TAS seviyelerindeki degisimi inceledigimizde; kontrol,
03, TQ ve TQ+Os3 gruplar1 arasinda anlamh farklilik izlenmedi. FA’ya maruz kalan
siganlarin degerlerinde kontrol grubu sicanlarin degerlerine goére azalma oldugu
saptandi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3, sadece TQ, ya da hem O3 hem TQ
tedavisi alan sicanlarda FA nedeniyle azalan TAS degerlerinde tekrar yiikselme
izlendi. Bu yiikselme en ¢ok FA+TQ+O; grubunda meydana geldi (Tablo 10). Doku
TAS seviyelerinde anlamli degisiklikler saptanmadi (p-=0,205).

Sicanlarin karaciger TOS seviyelerindeki degisimi inceledigimizde; kontrol,
03, TQ ve TQ+0Os3 gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmedi. FA’ya maruz kalan
sicanlarin doku TOS degerlerinde kontrol grubu siganlarin doku TOS degerlerine gore
anlamli olmayan bir artis (p>0,05) izlendi. FA’ya maruz kalip beraberinde sadece O3,
y sadece TQ, ya da hem O3 hem TQ tedavisi alan siganlarda FA nedeniyle artan doku
TOS degerlerinde azalma saptandi. Bu azalma en ¢ok FA+O3 grubunda izlendi (Tablo
10). Doku TOS seviyelerinde olusan degisiklikler anlamli bulunmadi (p-0,992).
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Tablo 10. Sicanlarin karaciger dokusunda TAS ve TOS degerlerinin degisimi

Gruplar TAS TOS

Kontrol 8.04+0.42% 2.76+0.19%
Os 8.16+0.84% 2.74+0.38%®
TQ 8.19+0.33% 2.75+0.48®
TQ+O03 8.254+8.40% 2.75+0.45%®
FA 7.63+0.37° 2.9240.66*
FA+O; 7.83+0.41° 2.81+0.46%
FA+TQ 7.93+0.34° 2.82+0.322
FA+TQ+0s3 8.09+0.32% 2.85+0.12%

3.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.4.1. Karaciger Dokusunda CD68 Immiinreaktivitesi

CD68 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; CD68 immiinreaktivitesi, karaciger
dokusunda sadece kupffer hiicrelerinde (siyah ok) izlendi.

Kontrol grubuyla (Sekil 9) kiyaslandiginda CD68 immiinreaktivitesi TQ (Sekil
10) (p=0,097) ve TQ+Os3 (Sekil 11) (p=0,318) gruplarinda benzer olarak izlenirken O3
grubunda (Sekil 12) (p<0,001) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak
gbzlendi. Bununla birlikte CD68 immiinreaktivitesi FA grubunda (Sekil 13) (p=0,004)
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi.

FA grubu ile karsilastirildiginda ise CD68 immiinreaktivitesi FA+Os3 (Sekil 14)
(p<0,001), FA+TQ (Sekil 15) (p=0,004) ve FA+O3+TQ (Sekil 16) (p=0,002)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi. Tedavi
gruplarindan FA+O3 grubu ile karsilagtirildiginda FA+ TQ (p<0,001) ve FA+O3+TQ
(p<0,001) gruplarinda CD68 immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmis olarak gozlendi (Tablo 11).
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Tablo 11. CD68 histoskoru

Gruplar CD68 Histoskoru
Median (min-maks)

Kontrol 3,00 (2,00-4,00)

O3 8,00 (5,00-9,00)*
TQ 2,00 (1,00-5,00)
TQ+O03 3,00 (2,00-4,00)

FA 1,00 (1,00-3,00)
FA+Os 8,00 (6,00-9,00)%
FA+TQ 3,00 (2,00-5,00)"
FA+ 03+TQ 3,00 (3,00-5,00)"

Degerler median (min-maks ) olarak verilmistir.

2Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
FA grubu ile karsilastirildiginda

‘FA+O3 grubu ile karsilagtirildiginda (p<0,005).
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Sekil 11. TQ+0Os; grubu sicanlarin karaciger dokusunda CD68

immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 14. FA+Os grubu sicanlarin  karaciger dokusunda CD68

el e a2t tiee D T e—
Sekil 15. FA+TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda CD68

immiinreaktivitesi (—).
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100 um

Sekil 16. FA+O3;+TQ grubu sicanlarin karaciger dokusunda CD68

immiinreaktivitesi (—).

3.4.2. Karaciger Dokusunda TUNEL Boyama

Apoptotik hiicrelerin  belirlenmesi icin yapilan TUNEL boyama 151k
mikroskobu altinda incelendi.

Kontrol grubuyla (Sekil 17) kiyaslandiginda TUNEL pozitifligi; Os (Sekil 18)
(p=0,209), TQ (Sekil 19) (p-0,805) ve TQ+0Os3 (Sekil 20) (p=0,620) gruplarinda benzer
olarak izlenirken FA grubunda (Sekil 21) (p<0,001) TUNEL pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi.

FA grubu ile karsilastirildiginda ise TUNEL pozitifligi; FA+O3; (Sekil 22)
(p<0,001), FA+TQ (Sekil 23) (p<0,001) ve FA+O3+TQ (Sekil 24) (p<0,001)

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi (Tablo 12).
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Tablo 12. Apoptotik Indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks (%)
Median (min-maks)

Kontrol 1,00 (1,00-3,00)

(0] 1,00 (2,00-3,00)

TQ 1,00 (1,00-2,00)
TQ+0s3 1,00 (1,00-3,00)

FA 5,00 (3,00-8,00)*
FA+Os3 1,00 (1,00-2,00)®
FA+TQ 1,00 (1,00-2,00)°
FA+O3:+TQ 2,00 (1,00-3,00)®

Degerler median (min-maks ) olarak verilmistir.
2Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda
"FA grubu ile karsilastirildiginda, (p<0,005).

Sekil 17. Kontrol grubu sigcanlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi
(=).
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.

Sekil 18. O; grubu-'éigamann*karigiger dokusunda TUNEL pozitifligi (—).

Sekil 19. TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 20. TQ+O3 grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi
(=).

Sekil 21. FA grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi (—).
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Sekil 22. FA+O; grubu sicanlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi
(=)

Sekil 23. FA+TQ grubu sicanlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi
(=)
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Sekil 24. FA+0O3+TQ grubu siganlarin karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi
(=)
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4. TARTISMA

Formaldehit keskin kokulu, renksiz, suda ¢ok iyi ¢oziinen bir madde olup,
aldehit ailesinin en basit liyesidir. FA hem organizmanin dogal yapisinda yer alan hem
de kimyasal amagla olduk¢a yaygin kullanilan bir ajandir (1, 2).

FA ev temizlik {riinlerinde, duvar kaplamalarinda, mumyacilikta, tekstil
tirlinlerinin islenmesinde, boya ve plastik maddelerin yapiminda, kozmetik sanayide,
dis macunlarinda, tibbi laboratuvarlarda koruyucu sivi ve mikroorganizmalar
Oldiirmesi sebebiyle bazi ambalaj maddelerinin bilesiminde ve gida kaplarinin
sterilizasyonunda yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Bundan dolay1 da yasamimizin
Oonemli parcast haline gelmis bir kimyasal maddedir (3, 5). FA’ nin genis bir kullanim
alan1 oldugu i¢in insan sagligi lizerine etkilerinin incelenmesine yogunlasilmstir.

FA maruziyeti gozde sulanma, kizariklik, yanma hissi, agri, bulanik gorme ve
0.24 ppm gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi gézde irritasyon olusturabilir (24, 25).
FA maruziyetinin solunum sisteminde diisiik dozda olusturdugu etkiler; solunum
yollarinda yanma hissi, oksiiriik, hiriltili solunumdur. Yiiksek dozda (5-30 ppm) ise
nefes darligl, inflamasyon, pulmoner 6dem ve pndmoni gibi daha agir belirtiler
olusturur (26, 27). FA gastrointestinal sistemde ciddi lokal korozif etki, bulanti, ishal,
ilserasyon, nekroz ve kanamaya, devaminda ise dolasim kollapsi, metabolik asidoz,
hematiiri, aniiri, bobrek hasari, kardiyak depresyon ve hayati tehlike olusturan ciddi
tablolara sebep olmaktadir (27, 33).

Calismamizda dort hafta boyunca FA’ya maruz birakilan siganlarin kan ve
karaciger dokularinda olusturdugu bilinen harabiyete ve biyokimyasal bozulmalara
kars1 TQ ve O3 ’nun etkilerinin hangi yonde oldugu, TQ ve O3 verilmesinin antioksidan
kapasite tizerindeki etkisinin nasil oldugu, TQ ve O3z’nun antioksidan etkisinin
birbirlerine stiinliigiiniin olup olmadigi, bu etkiyle karacigerde CD68 diizeylerinin
nasil etkilendigi ve ayrica karacigerdeki apoptotik durumlar arastirildi.

Calismamizda kontrol grubu si¢anlarmin tliyleri beyaz kaldi. FA’ya maruz
kalan siganlarin tiiylerinde ise sararma, bunun yaninda si¢anlarin hareketlerinde
yavaslama, sik sik burun temizleme, asir1 gz kirpma ve yalanma hareketlerinde artis
gozlendi. Olusan bu klinik bulgular TQ ve O3 alan gruplarda ortadan kalkmaktaydi.

Canli organizmanin ya normal fizyolojik fonksiyonlar1 esnasinda ya da

disardan belli ajanlara maruziyeti ile serbest radikaller olusur. Serbest radikallerin
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etkilerine kars1 koruyucu antioksidan savunma sistemi aktive olur. Serbets radikaller
ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
degismesi durumunda oksidatif stres ortaya c¢ikar. FA’nin neden oldugu toksik
etkilerin olusum mekanizmalardan biri de oksidatif stres olarak goériilmektedir (142,
143). Sicanlarla yapilan bir ¢alismada FA’nin serum TAS degerlerini diistirdigii ve
serum MDA diizeylerini arttirdig1 bildirilmistir (144). Murta ve ark.’nin (142) yaptig1
calismada farkli dozlarda FA uygulamasi sonucu si¢anlarin akciger dokularinda artan
FA konsantrasyonuna bagli olarak MDA diizeylerinin arttigi goriilmiistiir. Yapilan
calismalarda oldugu gibi bizim ¢aligmamizda da siganlara uygulanan FA, hem kan
hem de karaciger dokusunda MDA diizeylerinde artisa sebep oldu.

Olusan doku hasarinda oksijen tlirevi serbest radikallerin siipiiriilmesinin
dokularin oksidan hasara kars1 korunmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir (144). SOD,
CAT ve GPx, dokularda olusan ROS’larin enzimatik olarak parcalanmasinda ve
zararsizlastirilmasinda rol alan enzimlerdir. Yapilan ¢alismalarda FA’ya maruziyet
sonrasinda SOD, CAT ve GPx diizeylerinin diistiigli rapor edilmistir (145, 146). Bizim
calismamizda da FA’ya maruz kalan siganlarin hem kan hem de karaciger dokularinda
SOD, CAT, ve GPx diizeylerinde azalma oldu.

GSH endojen olarak {iretilen enzimatik olmayan antioksidan bir molekiildiir.
GSH’nin yaklasik %40’1 karacigerde yer almaktadir. GSH’nin en 6nemli gorevi
ROS’lar1 siiplirmek, bdylelikle biyomolekiillerin hasarina karsi koruyuculuk
saglamaktir. Artmig FA maruziyeti GSH depolarini tiiketerek doku ve hiicrelerde
hasara yol agmaktadir (147, 148). Yonar ve ark. (149) yaptiklar1 ¢alismada; FA’nin
doku orneklerinde hem MDA konsantrasyonunu, hem de GPx ve GSH enzim
aktivitelerini arttirdigini saptamiglar ve enzim diizeylerindeki artis1 da oksidatif stresi
ortadan kaldirmak i¢in viicudun gosterdigi bir reaksiyon olarak yorumlamislardir.
Yapilan baska bir ¢alismada FA maruziyeti ile kanda MDA artarken, SOD ve GPx
seviyelerinde azalma olmustur (145). Calismamizda FA, kanda GSH seviyelerinde
azalmaya sebep olurken, karaciger dokusunda GSH diizeyinde hafif artisa neden oldu

Yapilan bir ¢calismada iskemi reperfiizyon (I/R) ile olusan hepatik hasar ile
SOD ve CAT seviyelerindeki bozulmanin, O3 tedavisi ile kontrol grubu diizeyine
yakin olacak sekilde normallestigi bildirilmistir (150). Oksidatif stres olusturularak

Os’nun etkilerinin aragtirildigi baska ¢aligmalarda da, verilen O3 tedavisinin SOD,
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CAT ve GPx gibi antioksidan enzim diizeylerini arttirdigit ve MDA diizeylerini
azaltt1g1, sonugta dokular1 I/R hasarindan korudugu gosterilmistir (136). I/R ile hepatik
hasar olusturulmus bagka bir ¢alismada da I/R grubunda GSH tiikenmesi olurken, O3
tedavisi verilen grupta GSH tiikkenmesinin Onlendigi bildirilmistir (151). Bizim
calismamizda da FA’ya maruz birakilan sicanlarda MDA seviyelerinde artma ve SOD,
CATve GPx seviyelerinde azalma olurken, uygulanan O3 tedavisi ile artan MDA
seviyelerinde diisiis ve azalan SOD, CAT, GSH ve GPx seviyelerinde ise artis
gozlendi.

Celik ve ark.’nin (152) yaptig1 bir ¢alismada; deneysel olarak olusturulan
noropatik agr1 modelinde artan MDA seviyelerinin TQ gruplarinda azaldig
bildirilmigtir. Mehri ve ark.’nin (153) yaptiklar1 ¢aligmada; akrilamid ile siganlarda
serebral kortekste artan MDA seviyesinin TQ tedavisi ile doza bagimli olarak azaldigi
goriilmiistiir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise Gokce ve ark. (154), TQ uygulamasinin
I/R hasart sonucunda artan MDA seviyelerini azalttigini, azalan SOD ve CAT
degerlerini ise arttirdigini rapor etmislerdir. Erdemli ve ark. (155) yaptiklar1 calismada;
30 giin siireyle 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin uygulamasi ile sicanlarda MDA
seviyesinin artarken SOD ve CAT seviyelerinin azaldigini, antioksidan amagh
uygulanan TQ ile artan MDA diizeylerinde azalma, azalan SOD ve CAT diizeylerinde
ise diisme oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda da FA’ya maruz birakilan
sicanlarda MDA seviyelerinde artma ve SOD, CAT, GSH ve GPx seviyelerinde
azalma oldugu ve uygulanan TQ tedavisi ile artan MDA seviyelerinde diisme ve azalan
SOD, CAT, GSH ve GPx seviyelerinde ise yiikselme oldugu gozlendi.

Calismamizda bir grup sigana FA maruziyeti sonrasinda hem TQ hem de O3
tedavisi verildi. ikili tedavide iki farkli antioksidanin biyokimyasal olarak birbiriyle
negatif etkilesimi goriilmedi. Aksine hem TQ hem de O3 tedavisinin birlikte verilmesi,
degisen MDA, SOD, CAT, GSH ve GPx seviyelerini kontrol grubu seviyesine
yaklasacak sekilde etkiledi. FA ile birlikte TQ ve O3 uygulamasinin, artan MDA
diizeylerinin diismesini saglayarak lipit peroksidasyonunu 6nemli Sl¢lide Onledigi
goriildii.

Buradan antioksidan olarak kullandigimiz TQ ve O3’nun, FA maruziyetinin
neden oldugu oksidan hasara karst koruyucu etkiye sahip olabilecegi bilgisine

vartlmaktadir.
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Hepatotoksisite durumunda karaciger fonksiyonlarindaki degisimleri gosteren
en onemli enzimler aminotranferazlardir. Aminotranferazlarin en énemlileri ALT ve
AST enzimleridir. Akut veya kronik karaciger hasarlar1 bu enzimlerin kanda artisina
yol agmaktadir (156, 157). Yapilan bir calismada Giile¢ ve ark. (174); kontrol grubu
ile FA uygulanan grubu karsilagtirdiklarinda, FA uygulanan grupta AST ve ALT
diizeylerinde artis oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni sekilde Gerin ve ark. (146) da
yaptiklar1 ¢alismada; FA maruziyeti sonucunda hepatotoksisite gelistigini ve buna
bagli olarak serum AST ve ALT seviyelerinin arttigmni bildirmislerdir. Yapilan
calismalarda rapor edildigi gibi bizim calismamizda da FA’ya maruz birakilan
sicanlarin AST ve ALT seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla artis goriilmektedir. Bu
da bize FA’ nin karaciger iizerinde ciddi bir toksik etki olusturdugunu gostermektedir.

Sayed-Ahmed ve ark. (159) yaptiklar1 ¢calismada; karaciger dokusunda ALT
seviyesini arttiran dietil-nitrozamine karsi, uygulanan TQ’nun artan ALT seviyelerini
azalttigini rapor etmistir. Erdemli ve ark. (155) yaptiklari ¢calismada 30 giin siireyle
2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin uygulamasi ile AST ve ALT diizeylerinde anlaml
derecede artis olan sicanlara antioksidan amacli uygulanan TQ ile AST ve ALT
diizeylerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada fipronil
uygulanan hayvanlarin hepatik biyobelirtegleri (AST ve ALT) 6nemli 6lgiide artarken,
TQ ile tedavi sonrasinda artan biyobelirteclerin ciddi anlamda normal seviyeye
yaklastig1 bildirilmistir (160). Asetaminofen kaynakli hepatotoksisite modeli
olusturulan bir ¢alismada AST ve ALT enzim diizeylerinde artis olurken, terapotik
amagh verilen TQ ile artan enzimlerde normale yakin diizelme oldugu bildirilmistir
(108). Bizim calismamizda da FA maruziyeti ile artan AST ve ALT seviyeleri, TQ
tedavisi ile azalma gdsterdi.

Giiltekin ve ark. (161) yaptiklar calismada; I/R ile hepatik hasar olusturulan
sicanlarin  AST ve ALT seviyelerinin 6nemli oOlgiide arttigini, I/R uygulanip
beraberinde O3 tedavisi verilen siganlarda ise AST ve ALT seviyelerinin I/R grubuna
gore daha diisiik oldugunu bildirmistir. Karacigerde I/R ile olusturulan baska bir
hepatik hasar ¢alismasinda da I/R sonucu artan AST ve ALT diizeylerinin O3 tedavisi
ile diistiigli bildirilmistir (151). Calismamizda da literatiirle benzer sekilde FA ile artan
AST ve ALT diizeyleri, O3 tedavisi alan grupta azalma gdosterdi.
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Calismamizda FA’ya maruz kalip hem TQ hem de Os alan siganlarin AST ve
ALT degerlerine baktigimizda; FA ile ciddi anlamda bozulma olmasina karsin, ikili
antioksidan tedavimizin negatif etkilesim yapmayip aksine AST ve ALT degerlerini
kontrol grubu degerlerine yakin seviyeye indirdigi tesbit edildi.

Total antioksidan kapasite O0l¢iimii oksidatif stresin gostergelerinden biridir.
Canl1 organizmada oksidatif stres, oksidan ve antioksidan molekiillerin olusum hizlar
ile ortamdan siipiiriilmeleri arasinda olusan bir dengedir. TAS serumda bulunan tiim
antioksidan molekiilleri, TOS ise oksidan maddelerinin tiimiinii icermektedir (162).

Yapilmig olan bir¢ok deneysel calisma bize FA’nin oksidan-antioksidan
dengeyi bozdugunu, serbest radikal diizeyinde artisa neden olup boylelikle oksidatif
hasar olusturdugunu gostermektedir (36, 61). Aydin ve ark. (137) yaptiklar1 ¢alismada;
FA maruziyetinin TAS seviyelerinde diismeye neden oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan diger bir deneysel calismada Akkoc¢ ve ark. (163); FA’ya maruz birakilan
siganlarin bobrek dokulari, karaciger dokulart ve kanlarinda TOS seviyelerinin
arttigini, TAS seviyelerinin ise azaldigini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
FA maruziyeti oksidan etki yaparak sicanlarin karaciger doku homojenatlarinda ve
serumlarinda TOS seviyelerinde artma, TAS seviyelerinde ise azalma meydana
getirdi.

Badary ve ark. (88) yaptiklar1 in vitro ¢alismada; dogrudan TQ’nun potent bir
stiperoksit anyon toplayicist olup olmadiginmi arastirmislar ve TQ nun c¢esitli serbest
radikalleri toplayabilme yeteneginden dolay: gii¢lii bir antioksidan potansiyele sahip
oldugunu bulmuslardir. Yildiz ve ark. (164) yaptig1 karaciger I/R modelli ¢alismada;
tedavi amach verdikleri ip N. Sativa’min TOS seviyelerini anlamli derecede
diistirdiigiinii, TAS seviyelerini ise anlaml diizeyde arttirdigini rapor etmislerdir.
Yaptigimiz c¢alismada tek basma TQ verilen siganlarin karaciger doku
homojenatlarinda ve serumlarinda TOS degeri kontrol grubunun TOS degerleri ile
hemen hemen esitlik gosterirken, TAS degeri kontrol grubuna gore artis gosterdi.
FA’ya maruz birakilip TQ tedavisi alan si¢anlarin da karaciger dokularinda ve
serumlarinda FA maruziyetine bagli artan TOS degerlerinde azalma, azalan TAS
degerlerinde ise artma meydana geldi.

Tusat ve ark. (165) ratlarda olusturduklar testis torsiyonu modelinde; O3’nun

koruyucu etkilerini c¢alismis, O3’nun artan TOS seviyelerini diisiirdiigiinii rapor
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etmiglerdir. Chi ve ark. (166) yaptiklar1 calismada; testis I/R hasar1 modelinde
uygulanan Osz’nun deney gruplarina gore TOS diizeylerini diislirdiiglinii, TAS
seviyesini ise degistirmedigi bildirmislerdir. Calismamizda tek basina O3 verilen
siganlarin karaciger dokularinda ve kanlarinda TOS degeri kontrol grubuna gore
anlamli bir degisiklik olusturmazken, TAS degeri kontrol grubuna gore artis gosterdi.
FA’ya maruz brrakilip O3 tedavisi alan siganlarin da karaciger dokularinda ve
kanlarinda FA maruziyetine bagl artan TOS degerlerinde azalma, azalan TAS
degerlerinde ise artma meydana geldi.

Yaptigimiz ¢alismada hem FA’ya maruz birakilip hem de TQ ve O3 tedavisinin
birlikte verildigi sicanlarin karaciger ve serum Orneklerinde TAS ve TOS degisimi
incelendiginde; FA ile TOS degerlerinde artma ve TAS degerlerinde azalma, buna
karsin ikili antioksidan tedavimizin negatif etkilesim yapmayip FA ile artan TOS
degerlerini diisiirdiigiinii, azalan TAS degerlerini ise yiikselttigini gorebiliyoruz. Bu
verilerle TQ ve Os’nun uygulandigi dozlarin antioksidatif etkili oldugunu, iki
antioksidan maddenin birbiriyle negatif etkilesim gostermedigini sdyleyebilmekteyiz.

CD68 , monosit soyundaki hiicreler (6rn; monositik fagositler, osteoklastlar),
dolagimdaki makrofajlar ve doku makrofajlar1 (6rn; Kupffer hiicreleri, mikroglia)
tarafindan yiiksek oranda eksprese edilen bir proteindir (68). Copcii reseptor ailesinin
bir iiyesi olan CD68 proteini, makrofajlarin ilgili bolgeye ulastirilip o bolgede
aktivasyonunda, fagositozun arttirilmasinda ve hiicresel artiklarin temizlenmesinde
gorev almaktadir (69).

Skyba ve ark. (71) KOAH tanili hastalarda yaptiklari ¢alismada; obez kisilerde
CD68 ve TNF-a gen diizeylerinin ciddi oranda yiiksek bulundugunu ve adipoz dokuda
var olan bu genlerin adiposit hiicre yogunlugu ve viicut kiitle indeksi ile dogru orantili
iligki gosterdigini, aksine insiilin hassasiyeti ile de ters orantili iligki gdsterdigini rapor
etmislerdir. Bunun yani sira adipoz dokuda yer alan CD68, TNF-a ve IL-6 gen
diizeylerinin birbirleriyle iligkili oldugu ve KOAH hastalarinin adipoz dokularinda
hastalik stirecinde makrofajlarin, gelisen inflamasyona ivme kazandirdigir rapor
edilmistir (72).

Thenappan ve ark. (73) yaptiklar1 ¢alismada; pulmoner dokuda CD68 pozitif
makrofajlarin biriktigini, biriken CD68 pozitif makrofajlarin akcigerde inflamasyonu

ve anormal anjiyogenezi baslatan énemli faktdr oldugunu, bu degisikliklerin neden
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oldugu hepatopulmoner sendromun kontrol altina alinabilmesi ig¢in de biriken
makrofajlarin yok edilmesi gerektigini rapor etmislerdir.

Golbar ve ark. (167) calismalarinda; CLD (lipozomal klodronat)-Lipo
enjeksiyonunun TAA (tiyoasetamid) kaynakli karaciger hasarinda CD68 ve CD163
makrofajlarinin titkenmesine neden oldugunu rapor etmislerdir. Hepatik makrofajlarin
doku hasarinda ve hepatotoksisitede yeniden sekillenmede 6nemli rollerinin oldugunu
bildirmislerdir.

Yapilan diger bir ¢calismada siganlarda I/R sonucu olusan enfarkta karsi O3
tedavisinin kalbi koruyuculugu arastirilmig, enfarkt olusan sicanlarin kesitlerinde
CD68 immiin boyamalarinin yogun sekilde izlendigi, fakat O3 tedavisi verilen gruptaki
sicanlarin  kesitlerinde bu immiin boyamalarin yogunlugunun c¢ok azaldig
bildirilmistir (168).

Bagka bir caligmada ise deneysel hipotiroidizm ile iliskili alkolsiiz yagh
karaciger hastalifinda TQ tedavisi incelenmis, CD68 hiicrelerinin kontrol grubunda
pek goriilmedigi, propiltiourasil verilen grupta hem lobiiler hem de portal alanda
sayica arttig1, buna karsi olusan hasar1 tedavi etmek amaciyla TQ verilen gruplarda ise
kontrol grubunda oldugu gibi CD68 hiicrelerinin pek goriilmedigi rapor edilmistir
(169).

Bizim ¢alismamizda da literatiirde yer alan ¢aligmalarla benzer sekilde CD68
hiicreleri kontrol grubunda pek goriilmedi. FA verilen grupta toksisite sonrast olusan
hepatik hasarin gostergesi olarak CD68 hiicreleri yogun miktarda artarken, FA’ya
maruziyet sonrast TQ ve Os tedavisi alan gruplarda ise artan CD68 hiicre
yogunlugunda azalma izlendi. Calismamizda elde ettigimiz 6nemli bir veri ise; kontrol
grubundaki sicanlarin karaciger dokularinda CD68 hiicreleri pek goriilmezken Os
verilen sicanlarin karaciger dokularinda goriilen CD68 hiicre sayisinda artig olmasidir.
TQ verilen grupta kontrol grubu ile benzer oranda CD68 hiicresi izlenirken, TQ+Os
verilen grupta Os’a bagh artis gésteren CD68 hiicre sayisinda hafif azalma gozlendi.
Literatiirde sagliklt deney hayvanlarina verilen Oz’nun CD68 yogunluguna etkisiyle
ilgili bir veriye rastlanmamis olup daha fazla calisma yapilmasi gerekliligi ortaya
cikmaktadir.

Bu giine kadar yapilan bir¢cok ¢alismada FA’ nin ¢esitli dokularda apoptozisi
indiikledigi bildirilmistir (170-172). Bunun yaninda TQ’nun, degisik toksik maddeler
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tarafindan indiiklenen farkli apoptotik belirteglerin ekspresyonunda azalmaya (173-
176) ve antioksidan olarak kullandigimiz diger bir ajan olan O3’nun da apoptotik gen
ekspresyonunda azalmaya veya histolojik olarak apoptotik indeksde azalmaya neden
oldugu rapor edilmistir (177-179).

Calismamizda FA’ya maruz kalan siganlarin karaciger dokularinda TUNEL
pozitifliginde (apoptotik indeks) artis saptandi. Antioksidan olarak TQ ve O3
uygulanan sican karaciger dokularinda ise FA maruziyeti ile artan TUNEL
pozitifliginde azalma izlendi. Bu da bize; FA toksisitesi ile bozulmus karaciger
histolojisinin, TQ ve O3 etkisi ile tekrar diizeldigini, antioksidan etken maddelerimizin
sadece kan parametrelerinde degil mikroskobik incelemede de etkinliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Bu calisma; Sprague-Dawley cinsi erkek siganlarda FA ile olusturulan
hepatotoksisite modelinde, TQ ve Os etkilerinin arastirilmasi i¢in yapildi ve sonug
olarak:

1. Sicanlarm ilk ve son agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan
farklilik saptandi.

2. FA’ya maruz kalan farkli dort gruptaki sicanlarda tiiylerde renk degisikligi,
klinik gézlemde bozulmalar saptand.

3. Karacigerde hepatotoksisite gostergesi olan AST ve ALT degerleri kontrol
grubuna gore FA verilen grupta anlamli sekilde yiikseldi (p<0,05).

4. Kontrol grubu siganlara gére FA verilen sicanlarin karaciger dokularinda ve
kanlarinda GSH ve CAT (p=0,05), GPx ve SOD (p=0,001) degerlerinde
anlamli diisiis, MDA (p=0,001) degerlerinde ise anlamli artig oldu.

5. FA toksikasyonu siganlarin hem kan hem de karaciger dokularinda TOS
(p>0,05) diizeylerinde artisa, TAS (p=0,03) diizeylerinde ise anlaml1 bir diisiise
neden oldu.

6. Tek basina TQ veya tek basia O3 tedavisi AST ve ALT degerlerinde anlamli
bir degisiklik yapmadi. Fakat FA maruziyeti ile yiikselen degerleri normale
yakin degerlere disiirdii.

7. Tek basina TQ veya tek basina O3 tedavisi kan ve karaciger dokusundaki
MDA, GSH, CAT, GPx ve SOD degerlerinde anlaml1 bir degisiklik yapmada.
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Fakat FA maruziyeti ile bozulan degerlerde anlamli fark olusturacak
diizelmelere neden oldu.

TQ veya Os’nun tek basina verilmesi TAS ve TOS degerlerinde anlamli
olmayan sapmalara neden oldu. TQ antioksidan etkinligi ile FA’nin bilinen
toksik etkilerinden dolay1 artan TOS degerlerini azaltti, azalmis olan TAS
degerlerini ise ylikseltti.

Saglikli sicanlara uygulanan O3, TUNEL degerlendirmesinde kontrol grubu ile
benzer sonuglara neden oldu, fakat CD68 hiicre yogunlugunu (p<0,001)
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdi. Bu da bize, patolojik bir durum
yokken Os’nun saglikli dokuda mikroskobik diizeyde oksidan etki yaptigini
gosteriyor.

Immiinohistokimyasal ~olarak FA maruziyeti, TUNEL ve CD68
immiinreaktivitesi degerlendirmelerinde toksik sonuglara neden oldu.

FA maruziyeti ile birlikte verilen TQ, CD68 immiinreaktivitesinde (p-0,004)
ve TUNEL degerlendirmesinde (p<0,001) anlaml1 antioksidan etki yapti.

FA ile birlikte verilen O3, TUNEL degerlendirmesinde (p<0,001) ve CD68
immiinreaktivitesinde (p<0,001) kuvvetli antioksidan etki gdsterdi.

FA ile birlikte TQ+O3 uygulamasi; CD68 immiinreaktivitesinde (p<0,001),
TUNEL degerlendirmesinde (p<0,001) , kan ve karaciger dokularinda FA
toksikasyonunun neden oldugu tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlaml
diizelmelere neden oldu.

Elde edilen tiim bu veriler degerlendirildiginde; FA nin karacigerde ciddi doku

hasaria neden oldugu ve TQ ile O3‘nun bu hasar1 6nlemede ve diizeltmede etkin

rol oynadig1 sylenebilir.
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