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1. OZET

Tibbi ozon (O3) tedavisi, antioksidan, antienflamatuar ve antimikrobiyal
etkileri nedeniyle tedavi amachi genis bir spektrumda kullanilmaktadir.
Calismalar Oz tedavisinin apoptozis ve oksidatif stresi azaltarak dokularda hasara
kars1 koruyucu bir etki sergiledigini gostermistir. Organik bir ¢oziicii olan karbon
tetrakloriiriin (CCls) yapilan calismalarda akut veya gecikmis tipte karaciger
toksikasyonlarina yol agtigi bildirilmistir. Bu ¢alismada CCls“iin olusturdugu
karaciger hasarina O3 tedavisinin etkisini aragtirmay1 amacladik.

Calisgmada 8-10 haftalik 40 adet Sprague Dawley cinsi erkek sigan
kullanildi. Siganlarin karaciger dokularinda histolojik olarak H&E, PAS, Masson,
Trikom ve TUNEL boyama yontemleri kullanildi.

CCls maruziyeti TUNEL apoptotik indekste artisa ve histopatolojik
gorlintiilleme yontemlerinde hepatosit hasar1 olusturdu. Antioksidan amagh
verilen Oz tedavisi kontrol grubuna gore anlamli degisiklikler olusturmad: fakat
CCls maruziyeti olan gruptaki siganlarin karacigerinde beklenenin aksine oksidan
etkiye yoneldi.

Sonug olarak; Oz’nun CCls toksikasyonuna kars1 antioksidan kullanimiyla
ilgili hem doz konsantrasyon farkliligi hem de say1 basta olmak {izere daha fazla
caligmaya gerek duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: CCls, Ozon, Karaciger, TUNEL



2. ABSTRACT

WITH CARBONTETRACHLORIDE IN RATS LIVER DAMAGE TO BE
CREATED EFFECTS OF OZONE THERAPY APPLIED AGAINST

Medical ozone (O3) therapy is used in a wide spectrum for therapeutic
purposes due to its antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial effects.
Studies have shown that O3 treatment has a protective effect against tissue
damage by reducing apoptosis and oxidative stress. It has been reported that
carbon tetrachloride (CCI4), an organic solvent, causes acute or delayed liver
toxicity in studies. In this study, we aimed to investigate the effect of O3
treatment on the liver damage caused by CCI4.

Forty male Sprague Dawley rats, 8-10 weeks old, were used in the study.
Histologically, H&E, PAS, Masson, Trichoma and TUNEL staining methods
were used in liver tissues of rats.

CCl4 exposure caused an increase in TUNEL apoptotic index and
hepatocyte damage in histopathological imaging methods. O3 treatment given for
antioxidant purposes did not cause significant changes compared to the control
group, but in the liver of the rats in the CCIl4 exposure group, contrary to
expectations, it tended to have an oxidant effect.

As a result; More studies are needed on the use of antioxidants against
CCl4 toxicity of O3, both in dose concentration differences and in numbers.

Keywords: CCl4, Ozone, Liver, TUNEL



3.GIRIS

3.1.Karaciger Genel Yapisi

Karaciger, viicudumuzun en biiyiik i¢ organi ve bezi olup yaklasik olarak
1,44 kg- 1,66 kg agirhiginda, kauguk dokulu, kizil- kahverengi renkli, lastiksi,
ticgene benzer sekilde bir organdir. Karin boslugunda sag iist bolgede ve
diafragmanin  altinda yer almaktadir. Kaburga kemikleri tarafindan
korunmaktadir. Biiyiikliikleri birbirinden farkli olan sol ve sag olmak iizere iki
lobu bulunmaktadir. Karacigerin bir boliimi tek katli yassi epitel ve bag doku
icerikli visseral peritonla g¢evrili iken diger bolimii ise diyafram ve abdomen
duvarina temas halindedir (1). Peritonun alt boliimiinde Glisson kapsiilii yer alir
ve bu kapsiil kollajen - elastik liflerce zengin bag dokusundan olusmaktadir.
Glisson kapsiiliinden ayrilan ince bag dokusundaki uzantilar karaciger organini
lob ve lobiillere ayirir. Lobiiller karacigerin fonksiyonel birimleridir ve her lobiil
milyonlarca hepatositten olusur (2, 3). Portal alanlar, lobiillerin birlestigi
boliimlerde arter, ven ve safra kanallarinda bulunur (4, 5, 6).

Karaciger; parankim, stroma, Disse araliklari ayrica siiniizoitlerden
olusur. Parankim ise siniizoidal kapillerce birbirinden ayrilan hepatosit plaklardan
olusur. Bag dokusu yapisindan olusan stroma igerisinde sinirler, kan damalari,
safra kanallar1 ve lenfatik damarlar bulunmaktadir. Hepatosit tabakalar arasindaki
vaskiiler kanallar siniizoidlerdir. Disse araligi siniizodial endotel ve hepatosit

arasinda bulunur (4, 5, 6) (Sekil 1).
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Sekil 1. Karacigerin genel yapisi (6)

3.1.1.Karacigerin Anatomisi ve Fizyolojisi

Viicuttaki en biliylikk bez olan karaciger; topografik olarak karin
boslugunda regio hypochondriaca dextra’nin tiimiinii ve regio epigatrica’nin
biiyiik bir kismini doldurur. Bir miktar da regio hypocondriaca sinistra’ya gecer.
Yaklasik yetiskinlerde 25-30 cm uzunlugundadir. Karaciger erkek cinsiyette
1400-1800 gr, kadin cinsiyette 1200-1400 gr agirligindadir. Fetus’te karacigerin
viicut agirligina goére orant eriskinlerdekinden daha fazladir. Karaciger
kirmizimtirak kahverenginde olup, gevrek ve kolaylikla parcalanabilen bir yapiya
sahip olmasina ragmen saglam ve elastiktir. Yaralanmalarda ¢ok fazla kanamaya
yol agmasinin sebebi ¢ok damarli bir yapiya sahip olmasidir. Karaciger iki ana
lobdan olusur. Bunlardan birisi biiyiik lob olan lobus hepatis dexter, digeri ise
kiigiik lob olan lobus hepatis sinister’dir. Facies diaphragmatica ve facies

visceralis olmak Ttizere iki yiizii; arka ve alt olmak iizere iki kenar1 bulunur.



Hepatik hiicrelerden olusmustur. Karacigere, hepatik arter ve hepatik portal ven

girer, ve oradan hepatik ven safra kanalina ¢ikar (1, 7).

Diyafragma

L Ligamentler || Ligament

Ligament

Lobus heparis dexter e
Lobus heparis sinister

Kostalarin izi ; =
Falciform ligament

Safra kesesi | | Karaciger alt kenari

Sekil 2. Karaciger anatomisi (8)

3.1.1.1. Karacigerin Gorevleri

Karaciger viicut igerisinde Onemli gorevlere sahiptir. Buna gore
karacigerin gorevleri; kan dolasimi, safra tdretimi ve salimmi, protein
metabolizmasi, yag metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasindaki faaliyetleri,
ilag metabolizmasi, hematolojik ve diger islevler olmak iizere 8 ana bagliktan
olusmaktadir (7).

1) Kan dolagimi ile alakali gorevleri; kanin portal dolagimdan sistemik
dolasima yoOnelmesi, kanin depo edilebilmesi, toksik maddelerin yok
edilmesi, retikiiloendotelyal sistem ile bagisiklik mekanizmasinin
olusmasiyla ilgilidir.

2) Safra tiretimi ve salimui ile alakali gorevi; hepatositler tarafindan safranin

sentezlenmesidir. Sonrasinda {iretilen bu safra, safra kesesinde depo edilir.



3)

4)

5)

6)

Olas1 durumda ince barsaga salinir ve yaglarin sindirimini, ilaglarin
viicuttan atitlimim1 ve metabolik atiklarin disariya atilmasmi saglar.
Karaciger giin i¢erisinde 250-1100 ml arasi safra salgilamaktadir.
Karbonhidrat metabolizmasindaki islevi; glikojenin depolanmasinda ve
yapiminda amino asitlerin, fruktozun ve galaktozun glikoza
dontismesinde, glikojenden glikoz agiga c¢ikmasinda, kandaki glikoz
miktarmin diizenlenmesinde rol almaktir.

Protein metabolizmasindaki islevi; amino asitlerin deaminasyonunu,
lipitlerin  lipoproteinlere doniismesinde gerekli lipotropik faktoriin
saglanmasini, plazma proteinlerinin ve iirenin yapimini, bir¢ok
aminoasitin diger 6gelere veya birbirine doniismesini saglamaktir.

Yag metabolizmasindaki islevi; lipoproteinlerin 6ziimlenmesinde, kreps
dongiistinde enerji elde etmek icin yag asitlerinin asetoasetik aside
oksidasyonu ile asetii COA’ya doOniistiiriilmesinde, protein ve
karbonhidratlarin  yaglara doniismesinde ayrica fosfolipitlerin  ve
kolesteroliin ve safra tuzlarmin olusumunda etkili olmaktir. Safra
iiretimiyle beraber yaglarin sindirilebilir ~ hale gelmesini
gerceklestirmektedir.

Hematolojik olarak; bir tane eritrosit hiicresinde ortalama 300 milyon
hemoglobin molekiilii bulunur ki bu da biiylik cogunlugu demektir.
Eritrositlerin 6mrii yaklasik 120 giin civarindadir ve sonucunda hiicreler
dalak tarafindan parcalanir. Ortaya ¢ikan hemoglobinin protein (globiilin)

bolimii  aminoasitlere ayrisirken hem molekiili de bilirubine



7)

8)

dontstiiriiliir. Bilirubin suda ¢oziinmedigi i¢in alblimine baglanmakta ve
dolasim ile karacigere tasmmaktadir. Karacigerde bilirubin transferaz
enzim araciligiyla, UDP glikuronik asitinden glikuronat transfer olusur,
buradan tekrar dolasim yoluyla safraya taginir.

flac metabolizmasindaki islevi; ilac, hormon ve benzeri metabolik
faaliyetler sonucu olusan bazi toksik maddelerin (amonyok vb.) daha az
oranda toksik hale donistiirtilmesini saglamaktir (lire, Urik asit vb.).
Metabolik faaliyetler sonucunda olusan polar attk maddeler kan
dolagimiyla bobreklere gonderilir ve atilir. Polar olmayan maddeler ise
hiicre membranlarin1 gecebildigi i¢in viicuttan uzaklastirilmasi zorlagir.
Karaciger, oksirediiktaz ve transferaz gibi enzimler yardimiyla, bu toksik
maddelerin polarizasyonunu yiikselterek, idrar ve safra yoluyla viicuttan
disariya atilmasini hizlandirir.

Bunlarin disindaki islevlerinden biri, vitamin depolamaktir (A, D, K ve B
grubu vitaminleri). pB-karotenden retinol olusmasi karaciger araciligi ile
olur. Retinol, yag asitleri ile esterleserek karacigerde depolanmaktadir.
Ayrica minerallerin depolanmasinda da gorev alir. Koruyuculuk goérevini
yabanci maddeleri kandan uzaklastirarak saglar (detoksifikasyon), kanda
barsaktan portal ven yolu ile emilen amonyagin (NH3) ortamdan
uzaklastirilmasini, ayrica steroid yapidaki hormonlarin disariya atilimim

saglar (7).



Protein Sentezi Safra-safra tuzu tiretimi
Albumin Yag emilimini
Pihtilagma faktorleri ADEK vitamin emilimi

Yag sentezi yapar

Yag depolar Karbonhidrat depolar
5 ’ (glikojen)
Yaglar metabolize eder Acken glukoz kaynagidr,

Detoksifikasyon { Demirli pigment atihimi
Alkol \
ilag )
Zehir
Eliminasyon ~ immun yanit
Bilirubin (eritrositlerin yikim) Kupfer hiicreleri
Amonyak (protein parcalanmasi)

Sekil 3: Karacigerin gérevleri (9)

3.1.2. Karacigerin Embriyolojik Gelisimi

Embriyolojik olarak endodermden koken alir. Endoderm ise Foxal 3 ve
Sox 17 transkripsiyon faktorleriyle uyarilip ve gelismesiyle mezodermle ¢evrili
primitif bagirsak tiipiinden olusur (10, 11). Bagirsak tiipiiniin anterior-posterior
olarak uzama gdstermesini, mezodermden salgilanan transkripsiyon faktorleri
saglamaktadir. Bagirsak olusumunun ardindan STM’lerden alinan kemik
morfojenetik proteinler (BMP) ve kalpten alinan fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) sinyali ventral 6n bagirsaktan salinarak karacigerin gelimesini uyarir (12,
13, 14, 15). Bu uyarinin hemen arkasindan, basit kiibik epitelin kalinlig1 artarak
yalanci ¢ok katl silindirik epitele doniisiir ve etrafi lamininli bazal membranla
cevrelenir.

Karaciger divertikiili (¢ikint1) olarak adlandirilan yap1 3. haftanin

ortasinda hizla c¢ogalan hiicrelerden meydana gelmektedir (16). Ve bunun



ardindan safra kanallarin1 olusturan karaciger hiicreleri, septum igerisine hepatik
divertikiille dolarken 6n bagirsak arasinda baglantiy1 saglar. Safra kesesi ve sistik
kanal, safra kanalindan kaynaklanan kii¢iik bir ventral g¢ikintidan meydana
gelmektedir. Hepatoblastlar karaciger tomurcugunu olusturmak iizere, gebeligin
8-10 haftalar1 arasinda gé¢ etmeye baslamaktadirlar. Boylece hepatik morfogenez
meydana gelir. Meydana gelen karaciger tomurcugu, stellat ve endotelyal
hiicrelere ek olarak hepatoblastlart da igermektedir (16, 17). Artarak
olgunlasmanin arkasindan hepatoblastlar, hem hepatositlere hem de intrahepatik
safra kanallarmi1 olusturan kolanjiositlere farklilagsmaktadir. Karacigerin bu
asamaya kadarki degisimi epitel dokuda gergeklesmektedir.

Stellat ve hepatik siniizoidal endotelyal hiicreleri, karaciger siniizoidlerini
olusturur. Haricinde karacigerin hepatogenezis sirasinda anjiogeneziz ile ilk kan
damari olusur (18, 19). Siniizoidal farklilagsma gebeligin 5-12 haftasinda meydana
gelir. Perisiniizoidal matriksin bazal membran kisimlarini kaybetmeye baslamasi
gebeligin 8-10 haftalar1 arasinda gerceklesir ve bununla beraber tipik stoplazmik
fenestrasyon endotelyal tabakadan meydana gelir (20). Gebeligin 7. haftasinda
karacigerin hematopoietik gorevlerinin baslamasini, siniizoidal farklilagsmanin ilk
asamasi olarak degerlendirebiliriz.

Sintizoidal endotelyal hiicre farklilasmasinin ana sebebi perisiniizoidal
mezensimden kaynaklanan faktorler ve hepatositlerin farklilagsmasidir. Bu
farklilasmada, etkin rolii olan doniistiiriicli bliytime faktorii (TGF B) ve damarsal

endotelyal biiytime faktorii (VEGF) aileleridir (21, 22).



Ug vendz sitem embriyoda 4. hafta sonunda yer alir. Bunlardan kardinal
venleri bulunduran intraecmbriyonik ve diger ikisi ise umblikal ven ve vitellin
veni bulunduran ekstraembriyonik venéz sistemdir (23). Umblikal venler
oksijenlenmis kani plasentadan kalbe, vitellin venler ise kani vitellus kesesinden
kalbe tagir.

Vitellin ve umblikal sistemlerde biiyiik degisiklikler 4. haftada karaciger
tomurcugu olusumunun hemen ardindan meydana gelir. Karaciger, ilk kan yapici
organ olarak gebeligin embriyonik doneminde gorevini yapmaya baglar ve
hematopoez 6. haftadan itibaren baglar. Portal venler vitellin venlerin farkli
segmentlerinden meydana gelmektedir (24).

Kupffer hiicreleri ve HSC’ler; perisiniizoidal alanda (Disse araligi)
bulunmaktadir ve bu Disse araligi hepatositlerin bazolateral yiizeyi ve siniizoidal
endotelyal hiicrelerin adluminal ylizeyinde yer alir. Gebeligin 8-10 haftalar
arasinda olusan stellat hiicreleri, septum transversumunun mezensimal
hiicrelerinden  gelismektedir.  Kupffer hiicreleri;  septum  transversum
mezensiminden kaynaklanan, hepatik siniizoidal hiicrelerde yer alan, karaciger

organogenezisinde rol alan makrofajlardir.
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Peritoneal kavite Ventral mezenter Dorsal mezenter

Ventral
mezenter

Dorsal pankreas

o Ventral pankreas

Sekil 4. Biliyer sistem emriyolojik gelisim asamalar1 A: 4. hafta, B ve C: 5. hafta, D: 6.
hafta (25)

3.1.3. Karacigerin Histolojisi

Karaciger, hilus tarafinda kalinlig1 artan Glisson kapsiilii ad1 verilen ince
bir bag dokusu ile ortiiliidiir. Karaciger hilusundan giren-¢ikan yapilar portal ven,
hepatik arter, hepatik kanallar ve lenfatiklerdir. Bu vaskiiler yapilar ve kanallar,
karaciger lobiilleri arasinda sonlandiklar1 portal alanlara kadar bag dokusu ile
cevrelenmistir (26). Karacigerin ana bilesenleri parankim, interstisyum, vaskiiler
ve duktal elementlerden olusmaktadir. Karacigerin yapisal iinitesi karaciger
lobiiliidiir. Karaciger lobiilii ii¢ boyutlu diizenli bir yapidir ve bu lobiillerde kan
akis1 terminal hepatik arteriol ve terminal portal veniilden sintizoidlere ve hepatik
veniillere dogrudur (27, 28). Asiniisler oksijenizasyonun gittik¢e azaldigi zon 1, 2
ve 3 seklinde ili¢ zona ayrilir. Terminal vaskiiler damarlar sindirimle olusan

metabolitleri asiniislere getirir ve ayni asiniisler safra kanallarina safra salgilar
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(28). Hepatositler siniizoidlerle ayrilan, normalde ve yetiskinlerde tek sirali,
santral ve yuvarlak niikleuslu, bir veya iki niikleollii ve bazen biniikleasyon
gosteren karacigerin temel yapi elemanidir. Niikleusun boyutu yetiskinlerde
oldukca degiskendir. Stoplazma genis ve eozinofiliktir ve endoplazmik
retikulumu temsil eden ince bazofilik graniillere sahiptir. Stoplazmada glikojen
vardir ve bu glikojen Periodic Acid-Schiff (PAS) ile yapilan boyamalarda
diizensiz bir dagilim paterni gosterebilir ve bunun tanisal Onemi yoktur.
Karaciger niiklesunda da glikojen birikimi sonucu i¢i bos bir goriiniim olusabilir
ve bu daha c¢ok adelosanlarda goriiliir ve tanisal 6nemi yoktur (29). Endotel
hiicreleri hepatositlerden, bir bazal membran ve subendotelyal bosluk olan Disse
araligi ile ayrilmistir. Bu aralikta mikrovilluslar bulunur ve boylece kan endotel
duvarindan kolayca ge¢mekte ve hepatosit yiizeyi ile temas etmektedir. Bu
sayede sinilizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda makromolekiil aligverisi
kolayca saglanir. Siniizoidler endotel hiicrelerine ek olarak, Kupffer hiicreleri ad1
verilen makrofajlar1 da icermektedir. Bu hiicreler endotel hiicrelerinin liimenine
bakan yiizde bulunur ve gorevleri yash eritrositleri temizlemek, hemoglobini
sindirmek, immiin sistemde gorev yapan bazi proteinleri salgilamak ve portal
dolasima gegen bakterileri ortadan kaldirmaktir. Ayrica Disse aralifinda yag

depolayici 6zelligi olan ito hiicreleri bulunmaktadir (30).

3.2. Karbon Tetrakloriir (CCl4)

Karbon tetrakloriir (CCls) organik bir ¢oziiciidiir ve apolar molekiil

yapisina sahiptir. Dort Cl atomu bir karbon molekiiliine tetrahedral bir sekilde
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baglanip, H ve Cl iyonlarinin degisme durumuyla triklorometan (CHClI3)

molekiilii halini alir (Sekil 5) (31).

Cl H-0

M V
ﬁi‘” /7C q———"——m
Cl/ rﬁé Cl %w

W |
Cl Cl

Sekil 5. CCls molekiiler yapisi (32).

CCl4, renksiz, berrak ve hizli buharlasabilen bir kimyasal ajan olup sayica
fazla kimyasal tepkimenin {irlinii olarak elde edilir. Uzun bir yarilanma 6mrii olan
CCl4, ¢ok yavas bozulur ¢iinkii kararli bir kimyasal yapiya sahiptir (33). CCls’iin
yutma ve deri yoluyla da alinmasi miimkiindiir, ama en fazla soluma yoluyla
viicuda girer. Insanlarda yag dokusuna yerlesip ve daha sonra akcigerlere dogru
ilerler. Metabolize olan CCls’tin bir kismu hiicre i¢i molekiiller ve proteinlerle
etkilesime girerken, %4 kadar1 solunumla disariya atilir. Viicudumuza giinliik
CCly girisinin ortalama giinliik 0,1 ug oldugu tahmin edilmektedir. Hayvan
deneylerinden elde edilen bilgilere gore ABD Cevre Koruma Dairesi (EPA),
CCly’t insan i¢in kansere neden olabilen grup B2 smifi ajanlara dahil etmistir
(34). CCls‘tin endiistriyel alanlarda, pestisit {riinlerinde, petrol ve yag
tirtinlerinde organik ¢oziicii olarak kullanilmasindan otiirii; ayrica; tekstil ve
kimya fabrikalarinda, bocek ilaglamalarinda, atik merkezinde calisan insanlarda
ve de kuru temizleme sektoriinde galisan insanlarda CCls’e maruziyetin arttigi ve

biiyiik risk altinda kaldiklar1 s6ylenmektedir (33, 35). CCls zehirlenme belirtileri
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emilimi takiben hemen ortaya ¢ikar. Zehirlenme belirtileri doza bagh bir sekilde
merkezi sinir sisteminin baskilanmasi ve maruz kalinan siireye gore viicutta
dengesizlik, uyusukluk, sersemlik ve bas donmesi ile kendini gosterir. Siddeti
diisiik olan vakalarda bir siire sonra olusan bulgular ortadan kalkmaktadir. CCls’e
akut maruziyet hepatotoksisiteye sebep olabilirken, kronik maruz kalma ise

siroza sebep olabilir (36).

3.2.1. CCl4 Etki Mekanizmasi

CCls maruziyetinin devamliligi, serbest radikallerin salinimi araciligiyla
karaciger dokusunda toksisite olugturmaktadir. Bu nedenle deney hayvanlarinda
hepatotoksisite modeli olusturmak amaciyla kullanilir (37, 38). CCls’iin yikimi
sonucu agiga cikan reaktif bilesikler; DNA, lipit, protein ve karbonhidrat gibi
hedef molekiillere baglanir ve bu molekiiller de primer ya da sekonder iligki
yoluyla lipid peroksidasyon, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu, GSH/GSSG
oraninda degisiklikler olusturup toksisite meydana getirir (39). Karacigerdeki
toksisite sonucunda histopatolojik olarak balonlagsma dejenerasyonu, komsu
hepatosit yag baskalagimi, hiicre iltihabi, santral ven etrafina lokalize lenfosit ve
Kupffer hiicre infiltrasyonu ve nekroz gozlenir. CCls, sitokrom P450
monoksijenaz ~ enzim  sistemi  araciligiyla  triklorometil  (CCl3)  ve
triklorometilperoksil (CCI302) radikallerine doniisiir. Bu radikaller, CCls‘iin
sentrilobiiler bélgede meydana getirdigi nekrozdan sorumludurlar. CCls radikali
oksijenle birleserek, lipid peroksidasyonunun ana molekiili olan CClz02

radikalini olusturur. Lipid peroksidasyonu, lipoprotein sentezinde gerekli olan
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yapilar1 da hasara ugratarak karacigerde lipidozise katkida bulunur. Asir1 lipit
birikimi karacigerde islevsel bozukluga sebep olur, bu da siroza dogru ilerleyen
degisimler ortaya ¢ikarir (40, 41). CCls‘iin meydana getirdigi karaciger
dejenerasyonu ve neden oldugu degisiklikler benzer oldugu i¢in, kemirgenlerde
deneysel ¢alismalarda en fazla uygulanan kimyasal ajandir. CCls‘lin yol ag¢tigi
oksidatif stres karacigerde toksikasyona neden olur (42). Olusan oksidatif hasar
ile karacigerde stellat hiicreleri ve fibroblastlar uyarilir. Bununla birlikte uyarilan
Kupffer hiicreleri; proinflamatuar sitokin, timor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve
interlokin 1h (IL-1h) {iretimine neden olur. Ve bu siirecin devamliligi sonucunda
karacigerde fibrozis ve siroz olusabilir. Literatiirde yer alan ¢alismalarin ¢ogunda,
artan oksidatif stres ile karaciger fibrozisi arasindaki iliski gosterilmistir (43, 44,
45, 46). CCls‘lin metabolizasyonu sonrasi ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin
DNA ile etkilesime girmesiyle olusan DNA kiriklari, insanlardaki birgok
hastaligin olusumunda onemli bir faktordiir (47, 48). CCls’e baglh karaciger
hasarimin gelisim basamaklari; rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent
baglanmasi, protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum

sekestrasyonunda kay1p, apoptozis ve fibrozis seklindedir (49).

3.3. Ozon

3.3.1. Tamim ve Tarihge

Ozon (0Ogz), “ozein” (koku yayan) kelimesinden tiiretilmis, gaz halinde

bulunan ve {i¢ oksijen atomundan olusan bir molekiildiir (Sekil 6).
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0=0

Oksijen molekiilii ve yapist Ozon molekiilii ve yapisi

Sekil 6. Oksijen ve Oz molekiiliiniin yapilart

O3, ultraviyole (UV) 1smlan ile veya yapay olarak kuvvetli

elektriksel akimla oksijen atomunden elde edilir (Sekil 7).
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Sekil 7. UV etkisiyle Oz olusumu: UV etkisiyle oksijen iki adet oksijen atomuna ayrilir.
Daha sonra serbest oksijen atomlarindan bir tanesi oksijenle birleserek Oz’U olusturur

(50).

O3, agik mavi tonlarina sahip, agir kokusu olan ve havadan daha agir olan
bir gaz tiiriidiir. Oksijenden 1.6 kat daha yogun olan ve suda ¢oziirligi 10 kez
daha fazla olan bu gazin pargalanma 6mrii 20°C’de 40 dakikadir (51). O3z gazi
yeryiiziinden 20-50 km yiikseklikte bulunur ve UV dalgalarin1 (260-280 nm)

absorbe eder. Ozonosfer adi verilen bu katman 1 g/m?® yogunlukta olup yaklasik
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kalinlig1 2-3 mm civarindadir. Oz yogunlugu biyolojik denge acisindan énemlidir
ve ozonosferin tahrip olmasi giinesin zararli UV 1sinlarina maruziyeti
arttirmaktadir (52). 20-40 pug/m?® *te keskin kokusu fark edilen Oz gazinn, diisiik
konsantrasyonda inhalasyonu solunum yollar1 igin, 400 pg/m® ve iizeri
konsantrasyonlardaki inhalasyonu ise akciger ve goz ig¢in toksik kabul
edilmektedir (52). Oz kimyasal yapisi itibariyle ¢ok gii¢lii oksidan bir maddedir.
1980’11 yillar itibariyle tibbi amagli Oz kullanimiyla ilgili deneysel galismalar ve
vaka serileri sayica artig gostermis ve literatiirde yerini almaya baslamistir.
Antibakteriyel etkisi Oz’nun ilk kullanim alamidir. Viris ve bakterileri
6ldiirmenin yaninda tiim mikroorganizmalari ve toksinlerini de okside eder.
Bunun disinda pestisitleri, fenolleri, kimyasal atiklari, aromatik bilesikleri ve
deterjanlar1 da etkili bir sekilde noétralize edebilir (53). Oz dogal ve atik
birakmayan bir dezenfektandir. Oz’'nun 80 ve 100 pg/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda dezenfektan gorevi gordiigii, 10-40 pg/ml dozlarinda ise
epitelizasyon ve graniilasyonu arttirarak yara iyilesmesine katkida bulundugu
bildirilmistir (51).

Og, reaktif triatomik oksijen olup depolanamayan bir gazdir. Bunun sebebi
bir siire sonra oksijene donmesidir. Bu nedenle medikal Osz’nun elde edilebilmesi
icin Oz jeneratorleri gereklidir. Medikal Os, jeneratorlerde saf oksijenin fazla
voltaj farki olan ortamdan ge¢mesiyle olusur. Tibbi Oz gazinda, oksijen miktari
en az %95, Oz miktar1 ise en fazla %5 olmalidir. Oz tiretiminde karisima atmosfer
havas1 girisi engellenmelidir. Ciinkii atmosfer havasi karisirsa toksik etkili

nitrojen dioksit (N202) olusmaktadir.
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O3’un tarihsel siireci 6zetlenecek olursa;

1839°da Christian Friedrich Shonbein tarafindan kesfedilmistir.

1860°da Monako sehrinde su aritma tesisinin dezenfeksiyon islemlerinde
kullanilmaya baglanmistir.

1896’da Nikola Tesla, ABD’de ilk Oz jeneratoriiniin patentini almistir.

1915°de Dr. Albert Wolff tarafindan ilk kez tipta kullanimi1 baglatilmistir.

1935’de Dr.Erwin Payr kendi vakalarindan olusan “Cerrahide Ozon
Uygulamalar1” baslikli sunumuyla Oz’un tedavideki yeriyle ilgili ilk &nemli
bildiriyi yayinlamistir.

1960’larin sonunda klinikte rutin kullanimina da H. Wolff tarafindan
baslanmustir.

1975°de Wolff tarafindan otohemoterapi tariflenmistir.

1981°de Werkmeister kronik yaralarin tedavisinde Oz’yu kullanmaya

baglamigtir (54).

3.3.2. Medikal Ozonun Etki Mekanizmasi

Saglikl1 bireyler {izerinde yapilan ¢alismalarda Oz’nun doza bagl olarak
TNF-a, IL-2, IFN-y ve diger interlokin seviyelerini belirgin sekilde
yiikseltebildigi gosterilmistir (55). Plazma, serum, su, lenf ve idrarda ¢6ziinebilen
O3, tepkimeye girebilecek bir molekiil buldugunda onu oksitler ve ortama
oldukga reaktif etkisi olan oksijen verir. Bu tepkime su sekilde 6zetlenebilir:

03 + biyomolekiil O2 + Oe
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O3 sirasiyla ilk olarak coklu doymamis yag asidi (CDYA) ile ve daha
sonra antioksidanlar (iirik asit, askorbik asit vb), —SH gruplar1 igeren tiyol
bilesikleri (sistein gibi), rediikte glutatyon ve albuminle reaksiyona girer. Os,
konsantrasyona bagli olarak enzimlerle, karbonhidratlarla, DNA ve RNA ile
etkilesebilir. Bu bilesikler Os karsisinda elektron dondrii gorevi (iistlenip
oksitlenirler. CDYA ile tepkime su sekilde 6zetlenebilir:

R-CH=CH-R* + O3 + H20 R-CH=0 + R'-CH=0 + H202

Ornek tepkimede CDYA, Oz ve su ile etkilesime girdikten sonra lipit
oksidasyon iiriinleri (LOU) ve hidrojen peroksit (H202) olusur. Bu tepkimede
meydana gelen H>O> baslica reaktif oksijen tiirevidir (ROT). Osz’nun yaglarla
girdigi tepkimede siirekli karbon atomlar1 arasindaki c¢ift baglarin yapisi
etkilenirken, proteinlerle girdigi tepkimede ¢oklu aminoasit bulunduran islevsel
yan zincir baglarinin yapist etkilenir. Bunun sonucunda da kalsiyum kanallari
acilir ve hiicre i¢i enzim aktivasyonuna bagli tepkimeler olusur (56).

Os’nun oksidatif etkisi nedeniyle doz ayarlamasi ¢ok dnemlidir. Terapotik
doz aralig1 10-80 pg/ml olup bu doz araligindaki uygulamalarda herhangi bir yan
etki olusturmamaktadir. Diisiik dozlarda terapotik etki ortaya ¢ikmazken, doz
asiminda ise gii¢lii bir oksidan olarak toksik etki gosterir (57). Terapotik dozda
verildiginde viicutta olusturulan sey aslinda kontrollii bir oksidatif strestir.
Fizyolojik seviyede oksidatif stresin nérohumoral mekanizma ile yarali oldugu
bildirilmektedir.

Oksijenli solunum yapan canlilarda antioksidan sistemler geligsmistir ve bu

sistem canliyr serbest radikallerin toksik etkilerinden korunmaktadir. Bu
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sistemlerden non-enzimatik olanlardan baslicalar1 askorbik asit, {irik asit, protein
olmayan tiyoller, protein (baslica albumin), vitamin E ve bilirtibindir. Enzimatik
olanlardan baglicalar1 ise siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon transferaz ve glutatyon rediiktazdir (54, 58).

Os’nun  hiicre seviyesindeki etkileri, ROT ve LOU araciligiyla
olmaktadir. Oz gaz1 kan yoluyla verildiginde plazmada hizla erir ve kanda
bulunan hiicrelerin zarlarinin yapisinda bulunan doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek onlar1 oksitler ve H202 gibi ¢ok sayida ROT olusmaktadir.
ROT plazmada ¢ok siiratli olusur ve antioksidan kapasitede %5-25 kadar azalma
meydana gelir ve 15-20 dakika igerisinde bu etki geri doner (Rice-Evans ve ark,
1994). H20z‘nin plazma yar1 6mrii ¢ok kisa olup (2,5 dakika) hizla glutatyon
peroksidaz ve katalaz tarafindan pargalanir. Bu siiregte bir miktar H>O> hiicre
icine girerek bircok tepkimeyi tetiklemeye baslar, ardindan H»>O; hizlica
antioksidanlar tarafindan nétralize edilir. ROT un yarilanma siiresi ¢ok kisa
oldugu icin, heniiz kan hastaya geri verilmeden yani ototransfiizyondan oOnce
ortadan kalkarak yerlerini LOU’ye birakir. LOU daha kararhidir, fakat onlar da
kana verildiginde hemen hafiflemeye maruz kalirlar. Bir kismi idrarla ve safra ile
atilirken bir kismi da GSH-transferaz ve aldehid dehidrogenaz yolagi ile
metabolize edilirler. Mikromolar konsantrasyonda geriye kalanlar ise viicutta
devam eden oksidatif stresin haberci molekiilleri olarak viicuda yayilirlar. Bu
yayillim sonucunda viicuttaki GSH-rediiktaz, GSH-peroksidaz, siiperoksit
dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzim iiretiminde artis olur (59). Sonug

olarak Oz nun dokulardaki etkileri (Sekil 8);
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Eritrositlerde glukoz 6 fosfat dehidrogenaz seviyesinde yiikselmeyle
glikolizde artma ve ATP miktarinda artig, ayrica hiicre i¢i pH’ta
diisme ve 2,3 difosfogliserat miktarinda yilikselme sonucu oksijen
disosiasyon egrisinin saga kaymasi, dolayisiyla dokulara oksijen
verilmesinde ve arteryel oksijen basincinda artis (60).

Endotel hiicrelerinden nitrik oksit (NO) ve karbonmonoksit
saliniminda artis ve vazodilatator olan prostasiklin indiiksiyonuyla
vazodilatasyon gelismesi (57, 61).

Plateletlerde H>O. artisi nedeniyle agregasyonda ve growth faktor
tretiminde artisa ve doz bagimli bir sekilde trombosit fonksiyonlarinin
artisina neden olmaktadir. Aktive olan trombositler i¢lerinde bulunan
biiyiime faktorlerinin ve diger inflamatuar sitokinlerin (PDGF-f3, TGF-
B, IL-8 ve EGF) salimini saglayarak iskemi ve iilserli hastalarda
iyilesmeye olumlu katki saglar. Parenteral diisiik doz fibronilitik ve
trombolitik aktivite gosterirken, yiiksek doz Oz ise hiperkoagiilasyon
etkisi olusturur (62).

Immiin sistem hiicrelerinde nétrofillerin fagositik aktivitelerinde artis
(63), H20: artis1, tirozin kinaz aktivasyonuyla proinflamatuar siireci
hizlandirir ve sitokin salinimini indiikler (64). Yine H2O; artisina bagh
interferonlar, interlokinler, tiimor nekroz faktor, transforme edici
bliylime faktor, graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktorii artist

meydana gelir. Retikiiloendotelyal sistemi stimiile ederek dokularin
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tamir mekanizmasimi destekler. Ozetle immiin sistemin lezyon

bolgesindeki trofik etkisini destekler (53, 65).

Hicresel Oksijen igeriﬁindeT

—
.RDT ‘é | LoKosiT | immin Sistem |
/ L TROMBOSIT ‘

Biiyiime Faktorleri |

\ | ENDOTEL | NO 1
. Lol ‘ | KEMIK LG | 0 Direncli Eritrosit Oretimi ve KHA T
LD. ORGANLAR ‘ Anticksidan Enzim

Sekil 8. Medikal Os; uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan temel biyolojik etkiler (OS:
Oksidatif stres, KHA: Kok hiicre aktivasyonu) (53).

Oz uygulamasinin uyarildigini  hemoksijenaz-1 (HO-1) enzimiyle
bildirilmistir. Artmig oksidatif stres, proinflamatuar sitokinler ve NO, hem
halkasinimn yikim yolunda gérev alan mikrozomal bir enzim olan HO-1 yapimini
uyarabilmektedir. Bu enzimin artisindan ROS ve eritrosit hemolizi sorumludur.
HO-1 ile son yillarda yapilan ¢ogu calisma, bu enzimin antiinflamatuar,
antioksidan ve antiapoptotik etkilerinin oldugunu gostermistir. Oz uygulamasinin
sonucunda gozlemlenen en etkin HO-1 artisinin beraberinde Os’nun terapotik doz

araliginda ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (66).
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4.GEREC ve YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri

Bu deneysel ¢alisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanligi'nin onay1 ve Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
(FUBAP) (Proje No: TF. 11. 79) destegi alindiktan sonra baslatildi. Bu ¢alismada
denek olarak kullamlan Sprague Dawley cinsi siganlar F.U. Deney Hayvanlari
Merkezi (FUDAM) biriminden temin edilmistir. Deney, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi'nde (FUDAM) gerceklestirildi. Bu
calismada, 8-10 haftalik 40 adet Sprague Dawley cinsi erkek sigan kullanildu.
Ortam 1s1s1 21°C olan odada, 12 saat aydinlikta (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta
(19:00-7:00) tutulan siganlar her giin temizligi yapilan kafeslerde beslendi.
Sicanlar havalandirma sartlarinin uygun oldugu bir mekanda 6zellikli hazirlanmig
kafeslerde (3’li-4’1ii gruplar halinde) barindirildi. Deney hayvanlarinin yem ve
suyu 0zel hazirlanmis ¢elik igerikli tiriinlerde verildi. Denekler Yem Sanayi
T.A.S. Elazig Yem Fabrikasinda hazirlanan pelet halindeki sigan yemi ile
beslendi. Yemlerin terkibi asagidaki tabloda (Tablo 5) gosterilmektedir.

Sicanlarin deney Oncesi ve deney siiresince bakimlarina bu sekilde devam edildi.

23



Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Masir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 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 vitamini, 16 mg Nicotin amid, 0,06 mg Se, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg
Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 50 mg Cholin
Chloride, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

** 05 25 Kkalsiyum , % 18 fosfor, % 0,2 flor’dan olusur.

4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel ¢alisma igin, 40 adet erkek sican her grupta 10 hayvan olacak
sekilde rastgele birbirine es 4 gruba ayrildi. Gruplarin dagilimi;

Grup 1 (Negatif Kontrol): Bu gruptaki siganlara deney siiresince herhangi
bir uygulama yapilmadi.

Grup 2 (Pozitif kontrol): Bu gruptaki sigcanlara deney siiresince haftada 3

giin ip Oz tedavisi uygulandi.
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Grup 3: Bu gruptaki siganlara deney siiresince 2 mg/kg dozunda haftada 2
giin ip CCl4 tedavisi uygulandi.

Grup 4: Bu gruptaki sicanlara deney siiresince CCls+O3 tedavisi
uygulandi.

CCls Uygulamasi: Ratlar canli agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde
gruplara ayrildiktan sonra dort hafta boyunca 2 ml/kg dozunda CCls 1:3 oraninda
zeytinyagi ile intraperitoneal olarak haftada iki kez uygulandi (67, 68).

Og tedavisi: Bu gruptaki sicanlara Oz (% 95 02 + % 5 O3) uygulamasi ip.
olarak her seansta 150 mg/kg - 1ml/sigan dozunda (69) haftada 3 giin (Pazartesi-
Carsamba-Cuma), 4 hafta siiresince toplam 12 seans yapildi.

Deney sonunda 4 grupta yer alan siganlarin hepsi anestezi altinda

sakrifiye edildi. Histolojik ¢alismalar i¢in siganlarin karaciger dokular1 alindi.

4.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Gruplardaki siganlarin hepsi deney sonunda, ketamin (75 mg/kg) +
xylazine (10 mg/kg) ip uygulanarak anestezi altinda sakrifiye edilerek ¢alisma
sonlandirildi. Sonrasinda siganlarin karaciger dokulart hizli bir sekilde ¢ikarildi.

Cikarilan karaciger dokulart histolojik incelemeler i¢in bouin soliisyonunda tespit

edildi.

4.4. Histokimyasal Boyama

Karaciger dokular1 %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi ve
ardindan musluk suyu altinda yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip
serilerinden (Tablo 6) gegirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra

ksilolde parlatilip parafine (P3558, Sigma-Aldrich, ABD) gomiildii. Rodajl1 ve
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polilizinli lamlara, hazirlanan parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda
(DM2500 LED, Leica, Almanya) incelenip fotograflandi (MC170 HD, Leica,

Almanya).

Tablo 2. Histolojik takip serileri

SIRA ISLEM SURE
1 % 70 Alkol 2 saat
2 % 80 Alkol 1 saat
3 % 96 Alkol 1 saat
4 % 96 Alkol 1 saat
5 % 100 Alkol 1 saat
6 % 100 Alkol 1 saat
7 Ksilol | 1 saat
8 Ksilol 11 1 saat
9 Sert parafin Gece boyu
10 GOomme

4.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler elde edilip polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanildi ve
apoptozise giden hiicreler belirlendi. Boyama prosediirii asagidaki tabloda

ayrintili bir sekilde verilmistir (Tablo 7). Hazirlanan preparatlar arastirma

26



mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye

boyanan ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanan hiicreler apoptotik

olarak degerlendirildi.

Tablo 3. TUNEL boyama protokolii

SIRA ISLEM SURE

1 60 °C etiiv Bir gece

2 Ksilol 3x15 dakika

3 Sirasiyla %100, %96, %80, %70 etil alkol 3’er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kesitlerin gevrelerinin sinirlayici kalem ile ¢izilmesi

6 1:500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 7 dakika

7 PBS 3x5 dakika

8 Endojen peroksit blokaji (%3 H205) 5 dakika

9 PBS 3x5 dakika

10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika

11 Caligma soliisyonu (77 pl Reaction Buffer + 30 ul TdT 60 dakika
Enzyme)

12 Stop/Wash Buffer (2 ml) + Distile su (68 ml) oda 10 dakika
sicakliginda

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika

14 PBS 3x5 dakika

15 DAB Dilution Buffer (600 pul) + DAB Substrate (12 ul)  5-10 dakika

16 PBS 3x5 dakika

17 Distile su 5 dakika

18 Harris hematoksilen 1-5 dakika

19 Distile su 5 dakika

20 Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatma
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4.6. istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + SEM degerleri olarak sunuldu. P<0.05 degeri anlaml
olarak kabul edildi. Verilerin normal dagiliminin varsayima uygunlugu Shapiro
Wilk testi uygulanarak incelendi ve test sonucunda verilerin normal bir dagilim
gosterdigi tespit edildi. Buna istinaden normal dagilim gosteren gruplarin birbiri
ile Karsilastirilarak aralarindaki farkliliklarin tespiti i¢in Tek Yonlii Varyans
(ANOVA) Analizi uygulandi1 ve ikili karsilagtirmalar i¢in de post-hoc Duncan
testi kullanildi. Tim istatiki analizler SPSS (Statistical Package for Social

Sciences) versiyon 15.0 paket programi kullanilarak yapildi.
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5.BULGULAR

5.1.Tunel Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda
hepatositlerde (siyah ok) goézlendi.

TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 1), Oz (Sekil 2) ve CCls (Sekil 3)
gruplarinda benzerdi. CCls grubuyla kiyaslandiginda ise CCL4+ Oz (Sekil 4)
grubunda TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisg
bulundu (p<0.05). Apoptotik indeks (%) (Tablo 4).

Tablo 4. Apoptotik indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks (%)
Negatif kontrol 1,33+0,51
Pozitif kontrol 1,66+51

CCL4 2,33+1,21
CCL4t+ O3 6,66+1,75%°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grublarina gore karsilastirildiginda,
b Oz grubu ile karsilastirildiginda,

¢ CCls grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 3. CCL; TUNEL boyama
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Sekil 4. CCL4+ O3 TUNEL boyama

5.2. Histolojik Bulgular

H&E, PAS ve Masson Trikom histolojik boyama metodlar1 uygulandiktan
sonra deney hayvanlarinin karaciger dokularindan elde edilen histolojik
goriintiiler sekil 5, sekil 6, sekil 7, sekil 8, sekil 9, sekil 10, sekil 11, sekil 12, ve

sekil 13’de sonuglart asagida aciklandi.

Sekil 5. Negatif kontrol grubuna ait kesit. Normal histolojik goriiniimlii hepatositler
(kirmiz1 ok) ve Vena sentralis (V.S), hafif vaskiiler konjesyon (siyah yildiz). H&E x20.
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Sekil 6. Pozitif kontrol grubuna ait kesit. Hafif siniizoidal dilatasyon (¢entikli siyah ok).
Pas x20.

Sekil 7. Pozitif kontrol grubuna ait kesit. Vaskiiler konjesyon (siyah yildiz), Hafif
sinlizoidal dilatasyon (¢entikli siyah ok). H&E x20.
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Sekil 8. CCl, grubuna ait kesit. Portal alanda mononiikleer hiicrelerde artig(siyah tiggen).

Masson x20.

Sekil 9. CCl4 grubuna ait kesit. Az sayida hepatositte mikrovezikiiler yaglanma ve

mononiikleer hiicre artisi(egri siyah ok). Pas x20.
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Sekil 10. CCl, grubuna ait kesit. V. centralis ve sinozoidler arasinda mononiikleer hiicre

infiltrasyonu (¢ok yonlii siyah ok). H&E x10.

Sekil 11. CCls+ O3 grubuna ait kesit. Glikojenini kaybetmis hepatositler (siyah ok),
central dizilimde bozulma, damarda konjesyon (kalin siyah ok). Masson x20.
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Sekil 12. CCls + O3 grubuna ait kesit. Bazi alanlarda glikojen igerigi bosalmis
hepatositler (siyah ok). Heterokromatik ve piknotik ¢ekirdekli hepatositler (Siyah ok
bast). Pas x20

Sekil 13. CCI4+O3 grubuna ait kesit. Belirgin siniizoidal dilatasyon (gentikli
siyah ok), vaskiiler konjesyon (siyah yildiz). H&E x20.
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6.TARTISMA

Karaciger; gerek sindirim sistemindeki 6nemi, gerek dolasim sistemindeki
Ozelligi ve gerekse hayati fonksiyonlari nedeniyle bircok etkenden dolay1
hasarlanabilmektedir. Karaciger ¢esitli kimyasal ajanlari, toksik etkili tirtinleri ve
farmakolojik maddeleri inhibe eden ©6nemli bir organdir. Bu nedenle cesitli
birgok faktor karacigerde akut veya kronik bozukluklara neden olur (70).

Karacigerde akut veya kronik hasarlanmaya neden olan kimyasal
meddelerden biri de CCls’tiir. CClys ile olusturulan deneysel karaciger hasari
modellerinde olusan basamaklar; rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent
baglanmasi, protein  sentezi inhibisyonu, yag  birikimi, kalsiyum
sekestrasyonunda kayip, apoptozis ve son olarak fibrozis ile devam etmektedir
(72).

Chen ve ark. (72) yaptiklar1 deneysel ¢alismada; CCly ile akut karaciger
hasar1 modeli olusturup, kalikozinin koruyuculugunu arastirmiglardir. Calismada
CCls toksikasyonuna bagli olarak hepatosit dejenerasyonunda ve TUNEL ile
boyanan apoptotik hiicre sayisinda 6nemli artis oldugunu rapor etmislerdir.
Yaptigimiz ¢alismada literatiirle uyumlu sekilde CCls toksikasyonuna maruz
birakilan siganlarin karaciger dokusunda TUNEL ile boyanan apoptotik hiicre
sayisinda artis tesbit edildi.

Li ve ark. (73) CCl; ile karaciger toksikasyonu olusturduklari ¢alismada,
CCls‘e maruz kalan siganlarin karaciger dokularinda dagmik nekroz alanlari,
belirgin hepatosit 6demi, hiicresel sinir kaybi olustugunu, hepatik yapinin

bozuldugunu ve TUNEL boyama sonuglarinda hepatosit apoptozisinde artis
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oldugunu bildirmislerdir. Eidi ve ark. (74) yaptiklar1 deneysel ¢alismada CCly ile
tedavi edilen sicanlardan alinan karaciger kesitlerinde lobiiller boyunca yag
birikimlerinin, hiicresel vakuolizasyon ve nekrozun yani sira siniizoidal endotelin
fokal bozulmasi ile Disse bosluklarinin genislemesinin, portal alanda
mononiikleer inflamatuar hiicre infiltrasyonunun gelistigini bildirmislerdir. Bu
calismada da literatiirle benzer sekilde CCls‘e maruz kalan siganlarin TUNEL
pozitifliginde artis meydana geldigi, bunun yaninda mikrovezikiiler yaglanma,
portal alanda, v. centralis ve siniizoidler arasinda mononiikleer hiicre sayisinda
artis seklinde hepatik yapida bozulmalarin oldugu saptanda.

Yapilan deneysel ¢alismalarda O3’nun histolojik olarak apoptotik indekste
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (75, 76, 77). Yaptigimiz ¢aligmada ise
sadece Os verilen deney hayvanlarimin karaciger dokularinda TUNEL pozitifligi
kontrol grubuna gore anlamli farklilik olusturmada.

Giivendi ve ark. (78) yaptiklar1 deneysel ¢alismada ip haftada 6 giin Oz‘na
maruz birakilan sican karacigerlerini histopatolojik olarak incelemis ve H&E
boyama sonucu minimal hepatosit degisiklikler rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
da literatiirle uyumlu sekilde hafif vaskiiler konjesyon ve hafif siniizoidal
dilatasyon seklinde minimal hepatosit degisiklikleri gézlemledik.

Yapilan bu g¢aligmada CCls+Os verilen gruptaki sicanlarin karaciger
dokularinda TUNEL pozitifliginin anlamli derece arttig1 ve histopatolojik
gorlintiillemelerde diger boyama ydntemleriyle glikojenini kaybetmis hepatosit,
vaskiiler konjesyon, central dizilimde bozulma ve belirgin siniizoidal dilatasyon

bulgular1 elde edildi. Literatiirde CCls ve Oz‘nun birlikte kullanilarak yapildigi
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deneysel ¢alismaya rastlanmamis olup ¢alisma sonucunda elde edilen bu veriler
tartisilamamaktadir.

Sonug olarak; yapilan deneysel ¢alismada tek basina uygulanan Oz hafif
derecede hepatosit degisiklikler yapmakta ve TUNEL pozitifliginde anlamli
olmayan bir artis yapmakta, bu da uygulanan dozun oksidan degerlerde
olmadigmi gostermektedir. Tek basina uygulanan CCls TUNEL pozitifliginde
daha fazla artis ve belirgin hepatosit hasar1 yapmakta, bu da literatiirde oldugu
gibi hepatotoksik o6zelligini ortaya koymaktadir. Fakat CCls+Os‘nun birlikte
verilmesi TUNEL pozitifligini anlamli derecede arttirmis ve ciddi hepatosit
hasar1 olusturmustur. Bu da bize CCls ve O3 dozlar ve Oz’nun CCls’e karsi
antioksidan olarak kullanilmasi ile ilgili daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigini

gostermektedir.
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