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Amag: Calismada, karbontetrakloriir (CCl4) uygulanan siganlarin karaciger dokularinda meydana gelen degisiklikler tizerine ozonun (O3) koruyucu
ve tedavi edici etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 8-10 haftalik 40 adet Sprague Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Deney hayvanlar1 4 esit gruba ayrildi. Kontrol
grubuna deney siiresince hi¢bir uygulama yapilmadi. O3 grubuna deney siiresince haftada 3 giin 150 pg/kg/giin ip O3 uygulandi. CCl4 grubuna deney
stiresince 2 mg/kg dozunda haftada 2 giin ip CCl4 uygulandi. CC14+03 grubuna deney siiresince CCI4+03 uygulandi. Deney sonunda siganlar deka-
pite edildi. Dekapitasyonun ardindan karaciger dokular1 hizla ¢ikarildi ve histopatolojik azalizler i¢in kullanildi.

Bulgular: CCl4 maruziyeti TUNEL apoptotik indekste artiga ve histopatolojik degerlendirmelerde hepatosit hasarina neden oldugu gortildi. Antiok-
sidan amagl verilen O3 uygulamast, kontrol grubuna gore anlamli degisiklikler olusturmadi. Fakat CCl4 maruziyeti olan gruptaki siganlarin karacige-
rinde beklenenin aksine oksidan etkiye neden oldu.

Sonug: O3’nun CCl4 toksikasyonuna karg antioksidan kullanimiyla ilgili hem doz konsantrasyon farkliligi hem de say1 basta olmak tizere daha fazla
calismaya gerek duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Karbontetrakloriir, Ozon, Karaciger, TUNEL.

ABSTRACT
With Carbontetrachloride in Rats Liver Damage to be Created Effects of Ozone Therapy Applied Against

Objective: In this study, it was aimed to investigate the protective and therapeutic effects of ozone (O3) on the changes in liver tissues of rats treated
with carbontetrachloride (CCl4).

Material and Method: Forty 8-10 weeks old Spraque Dawley rats were used in the study. Experimental animals were divided into 4 equal groups.
No application was made to the control group during the experiment. During the experiment, O3 group received 150 pg/kg/day ip O3 3 days a week.
CCl4 group was given ip CCl4 2 days a week at a dose of 2 mg/kg throughout the experiment. CCl4+ O3 group was treated with CCl4+ O3 throug-
hout the experiment. At the end of the experiment, the rats were decapitated. After decapitation, liver tissues were rapidly removed and used for
histopathological reductions.

Results: CCl4 exposure caused an increase in TUNEL apoptotic index and hepatocyte damage in histopathological evaluations. O3 given for antioxi-
dant purpose did not cause significant changes compared to the control group, but it caused an oxidant effect in the liver of the rats in the CCl4 expo-
sed group, contrary to what was expected.

Conclusion: More studies are needed on the use of antioxidants against CCl4 toxicity of O3, both in dose concentration differences and in numbers.

Keywords: Carbontetrachloride, Ozone, Liver, TUNEL.
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Karbontetrakloriir (CCls) renksiz, berrak ve hizli
buharlagabilen, kararli, apolar molekiil yapisina sahip,
organik bir ¢oziiciidiir (1, 2). CCls endiistriyel alanlar-
da, pestisit iiriinlerinde, petrol ve yag iiriinlerinde orga-
nik ¢oziicli olarak kullanilir. Tekstil ve kimya fabrika-
larinda, bocek ilaglamalarinda, atik merkezinde ve kuru
temizleme sektoriinde ¢alisan insanlarda CCls’e maru-
ziyetin arttig1 bildirilmistir (2, 3). CClsen fazla soluma

yoluyla olmak iizere, agiz ve deri yoluyla viicuda girer.
Viicuda CCls giriginin ortalama giinliik 0,1 pg oldugu
tahmin edilmektedir. ABD Cevre Koruma Dairesi
(EPA), CCls’ii insan igin kansere neden olabilen grup
B2 smufi ajanlara dahil etmistir (4). CCls zehirlenme
belirtileri emilimi takiben hemen ortaya ¢ikar. Zehir-
lenme belirtileri doza ve maruz kalinan stireye bagl bir
sekilde degisiklik gosterir. Merkezi sinir sisteminin
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baskilanmasina, viicutta dengesizlige, uyusukluga,
sersemlige ve bag donmesine neden olabilir (5).
CCly’in yikimi sonucu agiga ¢ikan reaktif bilesikler
hedef molekiillere baglanir, bu molekiiller de primer ya
da sekonder iliski yoluyla lipid peroksidasyon, reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olusumu, GSH/GSSG oraninda
degisiklikler olugturup toksisite meydana getirir (6).
CCls maruziyetinin devamliligi, serbest radikallerin
salinimi araciligiyla karaciger dokusunda toksisite
olusturmaktadir. Karacigerdeki toksisite sonucunda
histopatolojik olarak balonlagma dejenerasyonu, komsu
hepatosit yag baskalasimi, hiicre iltihabi, santral ven
etrafina lokalize lenfosit ve Kupffer hiicre infiltrasyonu
ve nekroz gozlenir. Kupffer hiicreleri; proinflamatuar
sitokin, tlimor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve interlokin
1h (IL-1h) tiretimine neden olur. Ve bu siirecin devam-
lilig1 sonucunda karacigerde fibrozis ve siroz olusabilir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarin ¢ogunda, artan oksi-
datif stres ile karaciger fibrozisi arasindaki iligki gdste-
rilmigtir (7-9). Lipid peroksidasyonu, lipoprotein sen-
tezinde gerekli olan yapilar1 da hasara ugratarak kara-
cigerde lipidozise katkida bulunur. Asir1 lipit birikimi
karacigerde islevsel bozukluga sebep olur, bu da siroza
dogru ilerleyen degisimler ortaya ¢ikarir (7, 8). CCls’e
bagli karaciger hasariin gelisim basamaklari; rediiktif
dehalojenasyon, radikallerin kovalent baglanmasi,
protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum
sekestrasyonunda kayip, apoptozis ve fibrozis seklin-
dedir (10).

Ozon (O3), “ozein” (koku yayan) kelimesinden tiiretil-
mis, gaz halinde bulunan ve {i¢ oksijen atomundan
olugan bir molekiildiir. Oz gaz1 yeryiiziinden 20-50 km
yiikseklikte ozonosfer tabakasinda bulunur ve UV
dalgalarim (260-280 nm) absorbe eder. Oz yogunlugu
biyolojik denge agisindan 6nemlidir ve ozonosferin
tahrip olmasi giinesin zararli UV 1smlarina maruziyeti
arttirmaktadir (11). Oz’nun ilk kullanimi dezenfektan
ve antibakteriyel etkisi ile olmustur. Os; viriis ve bakte-
rileri 6ldiiriir, mikroorganizmalar1 ve toksinlerini oksi-
de eder, pestisitleri, fenolleri, kimyasal atiklari, aroma-
tik bilesikleri ve deterjanlar1 etkili bir sekilde notralize
edebilir (12, 13). Os ilk olarak ¢oklu doymamis yag
asidi (CDYA) ile ve daha sonra antioksidanlar (iirik
asit, askorbik asit vb), —SH gruplar1 igeren tiyol bilesik-
leri (sistein gibi), rediikte glutatyon ve albuminle reak-
siyona girer (14). Reaksiyonlar sonucunda Osz’nun
hiicre seviyesindeki etkileri, ROT ve lipid oksidasyon
iiriinleri (LOU) araciligiyla olur. ROT plazmada ¢ok
stiratli olusur ve antioksidan kapasitede %5-25 kadar
azalma meydana gelir, sonrasinda 15-20 dakika igeri-
sinde bu etki geri doner (15). ROT un yarilanma siiresi
cok kisa oldugu i¢in, heniiz kan hastaya geri verilme-
den &nce ortadan kalkarak yerlerini LOU’ye birakir.
LOU daha kararhdir. Bir kismu idrarla ve safra ile ati-
lirkken bir kismu da glutatyon transferaz (GSH-
transferaz) ve aldehid dehidrogenaz yolag: ile metabo-
lize edilir. Mikromolar konsantrasyonda geriye kalan-
lar ise viicutta devam eden oksidatif stresin haberci
molekiilleri olarak viicuda yayilirlar. Bu yayilim sonu-
cunda viicuttaki glutatyon rediiktaz (GSH-rediiktaz),
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glutatyon peroksidaz (GSH-peroksidaz), stliperoksit
dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzim tiretiminde
artis olur (16). O3’nun dokularda gdsterdigi etkiler;
eritrositlerde glukoz 6 fosfat dehidrogenaz seviyesinde
yiikselme, glikolizde ve ATP miktarinda artis, hiicre ici
pH’ta diisme, 2,3 difosfogliserat miktarinda yiikselme
sonucu oksijen disosiasyon egrisinde saga kayma,
dolayisiyla dokulara oksijen verilmesinde ve arteryel
oksijen basincinda artis; endotel hiicrelerinden nitrik
oksit (NO) ve karbonmonoksit saliniminda artis ve
prostasiklin indiiksiyonuyla vazodilatasyon gelismesi;
plateletlerde hidrojen peroksit (H202) artis1 nedeniyle
agregasyonda ve growth faktor liretiminde ve trombosit
fonksiyonlarinda artig, aktive olan trombositlerde bulu-
nan biiyiime faktorleri ve inflamatuar sitokinlerin
(PDGF-B, TGF-B, IL-8 ve EGF) salimini ile iskemi ve
iilserli hastalarda iyilesmeye olumlu etki; immiin sis-
tem hiicrelerinde nétrofillerin fagositik aktivitelerinde
artis, HoO» artisi, tirozin kinaz aktivasyonuyla proinf-
lamatuar siireci hizlandirmasi ve sitokin salinimini
indiiklemesidir (17-20). Yine H,O; artigina bagl inter-
feronlar, interlokinler, tiimor nekroz faktor, transforme
edici biiyiime faktor, graniilosit-makrofaj koloni stimii-
lan faktorii artist meydana gelir. Retikiiloendotelyal
sistemi stimiile ederek dokularin tamir mekanizmasini
destekler (13, 21). Os’nun oksidatif etkisi nedeniyle
doz ayarlamasi ¢ok Onemlidir. Terapotik doz aralig
10-80 pg/ml olup bu doz araligindaki uygulamalarda
herhangi bir yan etki olugsmamaktadir. Diisiik dozlarda
terapotik etki ortaya ¢ikmazken, doz asiminda giiclii bir
oksidan olarak toksik etki gosterir (18). Terapotik doz-
da verildiginde viicutta olusturulan sey aslinda kontrol-
lii bir oksidatif strestir. Fizyolojik seviyede oksidatif
stresin nérohumoral mekanizma ile yararli oldugu
bildirilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Deneysel calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Baskanligi'nin onay1 ve Firat Uni-
versitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP)
(Proje No: TF. 11. 79) destegi alindiktan sonra yapildi.
Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nde (FUDAM) gergeklestirildi. Calismada
denek olarak F.U. Deneysel Arastirmalar Merkezi
(FUDAM) biriminden temin edilen 8-10 haftalik 40
adet Sprague Dawley cinsi erkek sigan her grupta 10
hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna deney siiresince higbir uygulama yapilmadi.
Oz grubuna deney siiresince haftada 3 giin 150
pg/kg/giin ip O3 tedavisi uygulandi. CCls grubuna de-
ney siiresince 2 mg/kg dozunda haftada 2 giin ip CCly
tedavisi uygulandi. CCl4+O3 grubuna deney siiresince
CCl4+03 tedavisi uygulandi.

CCls Uygulamasi: Ratlar canli agirhiklart birbirine
yakin olacak sekilde gruplara ayrildiktan sonra dort
hafta boyunca 2 ml/kg dozunda CCl4 1/3 oraninda
zeytinyagl ile homojen karisim halinde hazirlandiktan
sonra 2 mg/kg dozunda deneklere uygulandi (22, 23).
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Siganlar havalandirma sartlarinin uygun oldugu bir
mekanda ozellikli hazirlanmig kafeslerde (3°1i-4’li
gruplar halinde) barmndirildi. Deney hayvanlarinin yem
ve suyu 0zel hazirlanmig ¢elik igerikli tiriinlerde veril-
di. Denekler Yem Sanayi T.A.S. Elazig Yem Fabrika-
sinda hazirlanan pelet halindeki sican yemi ile beslen-
di. Denekler standart rat yemi ve ¢esme suyu ile ad
libitum olarak beslendi. Siganlarin deney Oncesi ve
deney siiresince bakimlarina bu gekilde devam edildi.
Deney sonunda 4 grupta yer alan siganlarin hepsi ke-
tamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) ip uygulana-
rak anestezi altinda sakrifiye edilerek ¢aligma sonlandi-
rildi. Sonrasinda siganlarin karaciger dokulari hizli bir
sekilde ¢ikarildi. Cikarilan karaciger dokular1 histolojik
incelemeler i¢in bouin soliisyonunda tespit edildi.

Ozonun Elde Edilmesi

Ozon (O ; /O 3 karisimi), tibbi sinif oksijenden ozona-
tor ekipmani ile Humazona cihazindan (Humares, Al-
manya) tretildi, ozon konsantrasyonu 254 nm'de bir
UV spektrofotometresi kullanilarak 6lgiildii. Elde edi-
len ozon gazi oksijen-ozon karigimi olup %95 oksijen
ve %5 ozon icermekteydi.

Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP Nick
Ug Etiketleme (TUNEL)

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler elde edi-
lip polilizinli lamlara alind1. Uretici firmanin talimatlari
dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apop-
tosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA)
kullanild1 ve apoptozise giden hiicreler belirlendi. Ha-
zirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olym-
pus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hema-
toksilen ile maviye boyanan g¢ekirdekler normal, kahve-
rengi niikleer boyanan hiicreler apoptotik olarak deger-
lendirildi.

Histokimyasal Boyama

Siganlarin karaciger dokular1 %10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi ve ardindan musluk suyu
altinda yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratas-
yondan sonra ksilolde parlatilip parafine (P3558, Sig-
ma-Aldrich, ABD) gomiildi. Rodajli ve polilizinli
lamlara, hazirlanan parafin bloklardan 5 um kalinligin-
da kesitler alindi. Preparatlar Hematoksilen- Eozin
(H&E) boyast ile boyandi. Isik mikroskobunda
(DM2500 LED, Leica, Almanya) incelenip fotograf-
land1 (MC170 HD, Leica, Almanya).

istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + SEM degerleri olarak sunuldu.
p <0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Verilerin
normal dagilimimin varsayima uygunlugu Shapiro Wilk
testi uygulanarak incelendi ve test sonucunda verilerin
normal bir dagilim gosterdigi tespit edildi. Buna istina-
den normal dagilim gosteren gruplarin birbiri ile karsi-
lastirilarak aralarindaki farkliliklarin tespiti ig¢in Tek
Yonli Varyans (ANOVA) Analizi uyguland1 ve ikili
karsilagtirmalar i¢in de post-hoc Duncan testi kullanil-
di. Tum istatiki analizler SPSS (Statistical Package for
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Social Sciences) versiyon 15.0 paket programi kullani-
larak yapildi.

BULGULAR

TUNEL Bulgular

TUNEL boyama 151tk mikroskobu altinda incelendi;
TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda hepatositlerde
(siyah ok) gozlendi. TUNEL pozitifligi; Kontrol, Oz ve
CCly gruplarinda benzer bulundu. CCl, grubuyla kiyas-
landiginda ise CCL4+ O3 grubunda TUNEL pozitifligi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu
(p <0.05) (Sekil 1).

100 um o

s ' 4 KL
e
3 mg 001|100 pn 0
i —n i) .

Sekil 1. TUNEL bulgular, A: kontrol grubu, B: Os grubu, C: CCl,
grubu, D: CCL4+ Osgrubu.

Histolojik Bulgular

H&E, PAS ve Masson Trikom histolojik boyama me-
todlart uygulandiktan sonra deney hayvanlarimin kara-
ciger dokularindan histolojik goriintiiler elde edildi.
Pozitif kontrol grubuna ait doku kesitlerde hafif siniizo-
idal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon (PAS ve H&E
boyama ile) tespit edildi. CCl4 grubuna ait doku kesit-
lerinde portal alanda, V. centralis ve sinozoidler ara-
sinda mononiikleer hiicrelerde artis ve az sayida hepa-
tositte mikrovezikiiler yaglanma (PAS, H&E ve Mas-
son Trikom boyama ile) saptandi. CCl4 + O3 grubuna
ait doku kesitlerinde glikojenini kaybetmis hepatositler,
central dizilimde bozulma, vaskiiler konjesyon, belirgin
siniizoidal dilatasyon, heterokromatik ve piknotik ge-
kirdekli hepatositler (PAS, H&E ve Masson Trikom
boyama ile) tespit edildi (Sekil 2).
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Sekil 2. H&E, PAS ve Masson Trikom histopatolojik boyama bulgu-
lar1, A: Negatif kontrol grubuna ait kesit. Normal histolojik gorii-
niimlii hepatositler (kirmizi ok) ve Vena sentralis (V.S), hafif vaskiiler
konjesyon (siyah yildiz). H&E x20. B: Pozitif kontrol grubuna ait
kesit. Hafif siniizoidal dilatasyon (gentikli siyah ok). Pas x20. C:
Pozitif kontrol grubuna ait kesit. Vaskiiler konjesyon (siyah yildiz),
Hafif siniizoidal dilatasyon (gentikli siyah ok). H&E x20. D: CCl,
grubuna ait kesit. Portal alanda mononiikleer hiicrelerde artig(siyah
tiggen). Masson x20. E: CCl, grubuna ait kesit. Az sayida hepatositte
mikrovezikiiler yaglanma ve mononiikleer hiicre artisi(egri siyah ok).
Pas x20. F: CCl, grubuna ait kesit. V. centralis ve sinozoidler ara-
sinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (¢ok yonlii sivah ok). H&E
x10. G: CClys+ O; grubuna ait kesit. Glikojenini kaybetmis hepatosit-
ler (siyah ok), central dizilimde bozulma, damarda konjesyon (kalin
siyah ok). Masson x20. H: CCl, + O3 grubuna ait kesit. Bazi alan-
larda glikojen igerigi bosalmis hepatositler (siyah ok). Heterokroma-
tik ve piknotik ¢ekirdekli hepatositler (siyah ok basy). Pas x20. |:
CCl4+0; grubuna ait kesit. Belirgin siniizoidal dilatasyon (¢entikli
siyah ok), vaskiiler konjesyon (siyah yildiz). H&E x20.

TARTISMA

Karaciger ¢esitli kimyasal ajanlari, toksik etkili iiriinle-
ri ve farmakolojik maddeleri inhibe eden 6nemli bir
organdir. Bu nedenle birgok faktor karacigerde akut
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veya kronik bozukluklara neden olur. Karacigerde akut
veya kronik hasarlanmaya neden olan kimyasal medde-
lerden biri de CCls’tlir (24, 25).

Yapilan deneysel arastirmalarda CCls maruziyetinin
karacigerde; hepatosit dejenerasyonunda ve TUNEL ile
boyanan apoptotik hiicre sayisinda 6nemli artisa, dagi-
nik nekroz alanlarina, belirgin hepatosit 6demine, hiic-
resel sinir kayb1 olusumuna, hepatik yapida bozulmaya,
lobiiller boyunca yag birikimine, hiicresel vakuolizas-
yonun yani sira siniizoidal endotelde fokal bozulmaya,
Disse bosluklarinda genislemeye ve portal alanda mo-
noniikleer inflamatuar hiicre infiltrasyonuna neden
oldugu rapor edilmistir (26-28).

Bu ¢alismada da literatiirle benzer sekilde CCls‘e ma-
ruz kalan siganlarin TUNEL ile boyanan apoptotik
hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
artis meydana geldi. Bunun yaninda mikrovezikiiler
yaglanma, hem portal alanda hem de v. centralis ve
siniizoidler arasinda mononiikleer hiicre sayisinda artis
seklinde hepatik yapida bozulmalar saptandi.

Yapilan bu ¢alismada hafif vaskiiler konjesyon ve hafif
siniizoidal dilatasyon seklinde minimal hepatik degisik-
likleri gozlemlendi. Elde edilen veriler literatiir ¢alis-
malart ile benzerdi (29).

Yapilan bu calismada CCl4+03 uygulanan gruptaki
sicanlarin karaciger dokularinda TUNEL pozitifliginin
anlamli derece arttig1 ve histopatolojik goriintiilemeler-
de diger boyama yontemleriyle glikojenini kaybetmis
hepatosit, vaskiiler konjesyon, central dizilimde bo-
zulma ve belirgin siniizoidal dilatasyon bulgular1 elde
edildi. Calisma sonucunda O3’iin beklenen oksidan
etkiye sahip olmadigi kanaatine varilmistir. CCl4 in-
toksikasyonunda O3 uygulamasinin hepatik hasar tab-
losunu daha da dramatize etmis olmasi nedeniyle O3
uygulamalarinda doz ¢alismalarina ve etki mekanizma-
sinin aydinlatilmasina yonelik yeni aragtirma planlama-
larina ihtiyag oldugu anlasilmistir.
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