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ÖZET 

 

Bu çalışmada, romatoid artritli (RA) hastaların 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-

OHdG) düzeyi ile hastalığın deoksiribonükleik asitte (DNA) hasar oluşturup 

oluşturmadığı, sağlıklı bireylerin kan örneklerine ozon uygulanmasının DNA’da hasar 

meydana getirip getirmediği ve RA’lı hastalardan elde edilen kan örneklerine ozon 

uygulanmasının DNA’da hasara neden olup olmadığı incelenmiştir. Bu amaçla RA 

tanılı 32 gönüllü ile kontrol grubunda yer alan 31 gönüllü katılımcıdan venöz kan 

örnekleri alınmıştır.  Katılımcıların serum 8-OHdG düzeyleri ticari ELISA kitleriyle 

ölçülmüştür. Ozonun DNA hasarına etkisini araştırmak için katılımcılardan alınan kan 

örneklerinin bir kısmı 50 µg/ml yoğunlukta ozon uygulanarak bir kısmıysa 

ozonlanmadan alkali komet yöntemiyle incelenmiştir. Değerlendirmeler sonucu RA’lı 

hastaların 8-OHdG düzeyi kontrol grubundan farklı bulunmamıştır ve 8-OHdG düzeyi 

remisyondaki hastalarda, aktif hastalık dönemindeki hastalardan farklı çıkmamıştır. 

Komet verilerine göre RA’lı hastalarda DNA hasarında artış saptanmamıştır. Yine 

komet analizi sonuçlarına göre ne sağlıklı bireylerin ne de RA’lı hastaların kanlarına 

ozon uygulamasına bağlı DNA hasarında artış meydana gelmemiştir. Sonuç olarak: 

RA’lı hastalarda 8-OHdG düzeyi ile DNA hasarının artmadığı ve kana doğrudan 50 

µg/ml yoğunlukta ozon uygulanmasının DNA’da hasara yol açmadığı gözlenmiştir. 
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ABSTRACT 

The Effect Of Ozone On DNA Damage Which Applied  To The Blood Samples 

Obtained From Patients With Rheumatoid Arthritis 

 

In this research the level of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) of Rheumatoid 

Arthritis (RA) patients and whether this illness gives any damage to their 

deoxyribonucleic acid (DNA) or not, whether ozone treatment to the blood samples of 

healthy subjects gives any damage to their DNA or not and whether ozone treatment 

to the blood samples of RA patients gives any damage to their DNA or not has been 

studied. To this end, venous blood samples of 32 RA diagnosed volunteers and 31 

voluntary attendees on control group was taken. Attendees' serum 8-OHdG level was 

measured using commercial ELISA kits. In order to check the DNA damage of ozone, 

some of the blood samples taken from attendees was studied giving 50 ug/ml dense 

ozone and some using alkali comet method without ozoning.  After deliberations, 8-

OHdG level of RA patients was not found to be different from control group and 8-

OHdG level of patients in remission was not any different from actively ill patients. 

According to the comet data DNA damage increase in RA patients wasn't stated.  

Again according to the comet analysis results no DNA damage increase was occurred 

in the blood of neither in RA patients nor healthy subjects because of ozone 

implementation. Finally: It was seen that 8-OHdG level and DNA damage did not 

increase in RA patients and 50 ug/ml dense ozone implementation directly to the blood 

did not cause DNA damage. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kronik hastalıklarda DNA hasarının artabildiğinden yayınlarda sıkça 

bahsedilmektedir (Bashir ve ark. 1993, Tak ve ark. 2000). RA görülme sıklığı oldukça 

fazla olan ve yaşam kalitesini son derece azaltan kronik yangısal otoimmün bir 

hastalıktır. Crohn hastalığı, kronik hepatit, gastrit gibi bazı kronik rahatsızlıklarda 

DNA hasarındaki artışın kanser riskini arttırdığı öne sürülmektedir (Ohshima ve 

Bartsch, 1994). RA ile kanser arasındaki ilişkiye ise her ne kadar dikkat çekiliyor olsa 

da bu bağlantı net olarak kurulamamıştır. Ancak artmış DNA hasarının hastalığın 

seyrini pekte iyi etkilemediği bilinmektedir (Ekström ve ark. 2003, Filippin ve ark. 

2008, Simon ve ark. 2015). 

RA tedavisinde çok çeşitli tedaviler kullanılmakla birlikte hastalığın tam olarak 

tedavisi yapılamamakta, tedavi amaçlı pek çok molekülün araştırılmasına devam 

edilmektedir. RA tedavisinde yararlı olduğu öne sürülen ajanlardan biri olan ozon 

(Bocci ve ark., 2011b) reaktif oksijen türlerini (ROT) arttırmak suretiyle etkisini 

göstermektedir (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Borrelli ve ark. 2015). Ancak bu 

etki mekanizması henüz tam olarak ortaya konulamamıştır. Lakin birçok hastalıkta 

ozon uygulamasının yararlı olduğu bilinmektedir (Bocci ve ark. 2011b, Bocci ve ark. 

2011c). ROT’un bilinen en önemli etkilerinden birisi DNA’da baz modifikasyonlarına 

ve zincir kırıklarına neden olarak DNA’da hasarlar oluşturabilmesidir (Dizdaroğlu 

2015). Bu nedenle RA nedeniyle zaten artmış olan bir DNA hasarı varsa ozon tedavisi 

ile bu hasarın daha da artması mümkün görünmektedir. 

     Yapılan çalışmada: 

1- RA’lı hastalarda 8-OHdG düzeyi ve DNA hasarı, 

2- Sağlıklı insanlardan elde edilen kan örneklerine ozon uygulamasının DNA 

hasarına etkisi, 

3- RA’lı hastalardan elde edilen kan örneklerine ozon uygulamasının DNA 

hasarına etkisi incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Romatoid Artrit  

RA ilerleyici eklem hasarı, ağrı, yorgunluk, hareket kabiliyetinde azalma ve 

günlük yaşam aktivitelerini gerçekleştirmede zorluğa yol açmanın yanı sıra erken 

ölümlere de neden olan, klinik gidişi alevlenme ve kısmi remisyonlarla seyreden, 

sistemik, otoimmün, yangısal bir hastalıktır. Dünya nüfusunun %0,5-1’ini etkilemesi 

ve en sık karşılaşılan artrit tipi olması RA’nın önemini arttırmaktadır. Hastalık esasen 

sinoviyal dokunun inflamasyonuyla karakterizedir. Etkilenen eklemlerde sinoviyal 

hücrelerin proliferasyonu, yangısal hücrelerin yoğun infiltrasyonu ve proinflamatuar 

sitokinlerin seviyelerindeki artış neticesinde eklem şişliği, kemik ve kıkırdak kaybı ile 

geri dönüşümsüz eklem hasarı gelişmektedir. Hastalık, patofizyolojisinin temelinde 

olan sistemik kronik inflamasyon nedeniyle, eklemler dışında dolaşım ve solunum 

sistemleri, göz, tiroid bezi gibi birçok farklı dokuyu da etkileyebilmektedir (Van den 

Berg 1998, Uhlig ve ark. 1999, Kvien 2004, Knedla ve ark. 2007, Cojocaru ve ark. 

2010). 

 

2.1.1. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi 

RA dünya genelinde hemen hemen tüm toplumlarda görülmektedir ve dünya 

genelindeki prevalansı %0,5-1 aralığında değişmektedir. Bununla birlikte hastalığın 

insidansı ve prevalansı zaman içinde toplumlar arasında veya aynı toplumda değişiklik 

gösterebilmektedir. İnsidans ve prevalans arasındaki farklılıklar nüfusun yaş 

ortalamasına göre artabilmektedir. RA’lı hastalar uzun süre yaşadıkları için, insidans 

değişmese hatta azalsa dahi prevalans artabilir veya aynı kalabilir.  Dünya Sağlık 

Örgütü’ne üye altı bölgede yer alan çeşitli ülkelerce 2000-2010 yılları arasında yapılan 

prevalans çalışmalarının topluca değerlendirilmesinde 2000 yılında hastalıktan 

etkilenen 2,6 milyon erkek ve 12,21 milyon kadın sayısının 2010 yılında 3,16 milyon 

ve 14,87 milyona ulaştığı;  hastalık prevalansı ise Güneydoğu Asya ülkelerinde %0,37, 

Doğu Akdeniz ülkelerinde %0,62, düşük ve orta gelirli Avrupa ülkelerinde %1,25, 

düşük ve orta gelirli Amerika ülkeleri ile Batı Pasifik ülkelerindeyse %0,42 olarak 

belirlenmiştir. Şehir veya kırsal yaşamın hastalık prevalansını etkilemediği, ancak 

kadınlarda hastalık prevalansının erkeklerden belirgin olarak daha yüksek olduğu 

görülmüştür (Kvien 2004, Rudan ve ark. 2015). Ülkemizde yapılan çalışmalardaysa 
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hastalık prevalansı İzmir bölgesinde %0,36 Antalya bölgesindeyse %0,38 

bulunmuştur (Akar ve ark. 2004, Kaçar ve ark. 2005).  

 RA insidansı yaşla birlikte artmaktadır. Özellikle 60 yaşlarında en yüksek 

değere ulaştığı tahmin edilmektedir. Hastalığın görülme sıklığı kadınlarda erkeklerden 

3-4 kat daha fazladır. Ancak artan yaşla birlikte kadın erkek arasındaki görülme 

sıklığındaki fark azalmaktadır. Hastalığın kadınlarda başlama yaşı erkeklerden 

düşüktür ve hastalık kadınlarda daha şiddetli seyreder (Kvien ve ark., 2006). RA’nın 

görülme sıklığı Pima Kızılderilileri (%5,3) ile Chippewa Kızılderilileri (%6,8)’nde en 

yüksekken, Çin (%0,20) ve Japon (%0,30) nüfusta en düşük değerlerdedir. Bu 

farklılıklar her ne kadar genetik faktörlerin hastalığa olan katkısına dikkat çekiyorsa 

da hastalığın bölgeler arası farklılıkları çevresel etmenlerinde göz önünde 

bulundurulması gerektiği yönündedir (Gibofsky 2012).   

 

2.1.2. Romatoid Artrit Etiyolojisi   

RA’nın etiyolojisi hala gizemini korumaktadır. Her ne kadar genetik ve 

çevresel faktörlerin birlikteliğinin hastalıkta rolü olduğu birçok çalışmada ortaya 

atılmışsa da hastalığın bütün belirtilerinin ortaya çıkmasında yeterli bulunmamıştır. 

Bazı çevresel etmenler genetik yatkınlığın olduğu bireylerde hastalığı tetikleyici rol 

üstlenebileceği gibi çevresel etkenlerin hastalığa yatkınlığı arttırabilmesi söz konusu 

da olabilmektedir. Ancak bu yönde kesin bir çevresel ajan tanımlanamamıştır (Harris 

ve ark., 2006). 

 

2.1.2.1. Genetik Faktörler 

Birçok genetik faktör RA oluşumunu ve seyrini etkileyebilmektedir. Ancak 

hastalığın genetik yapısı tam olarak ortaya konulamamıştır. Tek yumurta ikizleriyle 

yapılan çalışmalarda, ikizlerden birinde hastalık ortaya çıkmışsa diğerinde hastalık 

riskinin %30-50 arttığı saptanmıştır. Bu bulgu genetik faktörlerin dışında çevresel 

faktörlerinde hastalık oluşumunda önemli rolü olduğunu göstermektedir. RA’lı bir 

hastanın çift yumurta ikizlerindeyse bu oran %2-5 gibi nispeten yüksek bir değerdir. 

Öte yandan bu değer 1. derece akrabalar için saptanan riskten fazla bulunmamıştır 

(Harris ve ark., 2006).  
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Altıncı kromozomun kısa kolunda bulunan majör histokompatibilite kompleksi 

(MHC) lokusu (The MHC sequencing consortium 1999), RA’da genetik yatkınlığın 

büyük bir kısmından sorumlu tutulmaktadır (Silman ve Pearson, 2002). Antijen sunan 

hücrelerin yüzeyinde bulunan MHC-II antijenlerinin yapısı RA’ya yatkınlıkta ve 

hastalık şiddetinde oldukça önemlidir ve genetik etkinin yaklaşık %40’lık kısmını 

oluşturur (Harris ve ark., 2006). Geniş gen kümelerinden oluşan MHC’nin grup-II 

genlerinden olan HLA (insan lökosit geni) gen grupları ise RA ile ilişkisi en çok 

araştırılan genlerdir. Özellikle HLA-DRB1 genindeki varyasyonlar RA’ya yatkınlıkta 

en büyük katkıya sahiptir ancak henüz hangi varyasyonun yatkınlık sağladığı 

bilinmemektedir. Bunun aksine HLA-DRB1 geninin birkaç varyasyonu ise hastalık 

riskini azaltabilmektedir. Fakat bu özel değişikliklerin niçin koruyucu oldukları net 

değildir (Silman ve Pearson 2002, Bax ve ark. 2011, Viatte ve ark. 2013). HLA-

DRB1*04 allel gruplarının (*0401, *0404, *0405, *0408), HLA-DRB1*0101 veya 

*0102,  HLA-DRB1*1402 ve HLA-DRB1*1001 allelerinin ya da bu allellerin 

birlikteliğinin hastalığa yatkınlıkta ve hastalık şiddeti ile hastalığın eklem dışı 

tutulumunda etkili olabileceği öne sürülmektedir (Young ve ark. 1984, Reviron ve ark. 

2001, Silman ve Pearson 2002, Holoshitz ve ark. 2010). Öte yandan bu allellerin 

varlığının hastalık şiddeti veya eklem dışı tutulumları etkilemediği yönünde görüşlerde 

bulunmaktadır (Boki ve ark., 1993). DRB1*1301 gibi bazı allellerinin ise hastalık 

riskini azalttığı saptanmıştır (Van der Woud ve ark., 2010). HLA-DR4 (HLA- 

DRB1*04) alleli romatoid faktör (RF) pozitif hastaların %70’inde bulurken, normal 

toplumda %30 oranında bulunmaktadır ve HLA-DR4 pozitif bireylerde hastalık 

riskinin 4-5 kat arttırdığı kabul görmektedir (Harris ve ark., 2006).  

Son yıllarda yapılan gen tabanlı çalışmalar MHC lokusunda bulunan non-HLA 

genleri ile MHC lokusunda bulunmayan non-MHC genlerinin RA ile ilişkilisini tespite 

yöneliktir. Bu çalışmalarda 100’ün üzerinde non-HLA allelinin RA’ya yatkınlıkta 

etkili olduğu doğrulanmıştır ve hastalığın kalıtımını kısmen de olsa etkileyen non-

MHC genleri tanımlanmıştır (Karlson ve ark., 2016). Özellikle PADI4 (peptidilarginin 

deaminaz tip-4 ), PTPN22 (protein tirozin fosfataz nonreseptör tip-22) ve CTLA4 

(sitotoksik T lenfosit assosiye antijen-4 ) non-MHC genleri hastalığa yatkınlıkla ilişkili 

bulunmuştur (Plenge ve ark. 2005, Holoshitz ve ark. 2010, Viatte ve ark. 2012, Viatte 

ve ark. 2013). Seropozitiflik durumda HLA-DRB1 ve PTPN22 genlerinin 
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birlikteliğininse hastalık riskini arttırdığı belirlenmiştir (Goulielmos ve ark., 2016). 

Ancak, MHC sınıf II genleriyle kıyaslandığında, bu genlerin hastalığa katkısının daha 

az olduğu ifade edilmektedir (Harris ve ark., 2006). 

 

2.1.2.2. Cinsiyet ve Bireysel Faktörler  

Kadınlarda RA riskinin yüksek oluşu, hastalık oluşumunda hormonların ve 

gebelik faktörlerinin rolünü aydınlatmaya yönelik çeşitli çalışmalar yapılmasına zemin 

hazırlamıştır. Ne var ki bu çalışmalardan beklenen sonuçlara ulaşılamamıştır. RA’lı 

erkeklerde genel olarak testosteron seviyesi düşük olmakla birlikte, kadın seks 

hormonlarında anlamlı farklılığa rastlanmamıştır. Düzenli oral kontraseptif kullanan 

kadınlarda, hiç oral kontraseptif kullanmayan ya da hayatının bir döneminde oral 

kontraseptif kullanmış kadınlara kıyasla, RA riskinin düşük olduğu belirlenmiş ancak 

bu durum net şekilde açıklanamadığı gibi bu etki teyit edilememiştir (Silman ve 

Pearson 2002, Kvien ve ark. 2006). Doğum yapan kadınlardaysa hastalık riskinde ilk 

doğumdan sonra artış meydana gelebilirken, özellikle doğum sonrası emziren 

kadınlarda risk artışının daha yüksek olduğu saptanmış, bununsa proinflamatuar 

hormon olan prolaktin artışıyla ya da prolaktine karşı oluşan anormal yanıttan ileri 

gelebileceği ileri sürülmüştür (Silman ve Pearson 2002, Harris ve ark. 2006,  Gibofsky 

2012). 

 

2.1.2.3. Çevresel Faktörler 

Çeşitli çevresel faktörler, bireysel davranışlar ve yaşam tarzları RA’da risk 

faktörü olarak incelenmiştir. Mevcut verilere göre sigara kullanımı, içilen miktara 

bağlı olarak, şimdiye kadar belirlenmiş en güçlü çevresel risk faktörüdür. Hastalık 

riskini %25 oranında arttırdığı tahmin edilmektedir. Özellikle seropozitiflik 

durumunda riskin daha bariz olduğu saptanmıştır. Düşük eğitim seviyesi, yüksek 

doğum ağırlığı ve obezite yüksek hastalık riskiyle nispeten daha az ilişkili olup, alkol 

tüketimi koruyucu etki oluşturabilmektedir. Silika tozu, solvent, hava kirliliği ve UV 

ışık maruziyeti azda olsa hastalık riskinde artış meydana getirebilmektedir (Kallberg 

ve ark. 2009, Karlson ve ark. 2016). 

Human parvovirus B19, rubella virüs, human retrovirus 5, alfa virüsler, hepatit 

B virüsü, epstein–barr virüsü, borrelia burgdorferi, mycoplasma, mycobacterium 
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tuberculosis, escherichia coli, proteus mirabilis, porphyromonas gingivalis gibi 

mikroorganizmaların genetik yatkınlığı bulunan bireylerde hastalık gelişiminde etkili 

olabileceğine dair çeşitli bulgular bulunmaktadır. Ancak bu mikroorganizmaların 

hastalığı tetikleyici olduğu yönünde ki görüşler tartışmalıdır ve tek bir 

mikroorganizma hastalıktan sorumlu tutulamadığı gibi, spesifik bir etiyolojik ajan da 

saptanamamıştır (Tobon ve ark., 2010). 

 

2.1.3. Romatoid Artrit Patofizyolojisi 

Hastalığın patogenezi tam olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte, RA’da ki 

patolojik değişikliklerin temelini sinoviyumun inflamasyonu oluşturur. Hastalık 

patogenezinde nötrofiller, fibroblastlar, sinoviyal hücreler, makrofajlar, doğal katil 

hücreler, dendritik hücreler, T ve B lenfositler gibi immün sistemin birçok hücresi 

oldukça önemli ve karmaşık etkiler meydana getirmektedir. İmmün sistemin 

aktivasyonunda ve düzenlenmesinde görevli kompleman sistem proteinleri, sitokinler, 

büyüme faktörleri, prostaglandinler ve adezyon molekülleri ise hastalığın farklı 

evrelerinde hastalık gelişimine katkı sağlamaktadır. Tüm bunlara ek olarak kronik 

inflmasyona bağlı olarak ortaya çıkan oksidatif stresin de hastalık patogenezinde 

önemli etkileri bulunmaktadır (Tak ve ark. 2000, Lee ve Weinblatt 2001, Hitchon ve 

El-Gabalawy 2004, Kay ve Calabrese 2004, Khurana ve Berney 2005, Quinonez-

Flores ve ark. 2016).  

 Hastalıkta ilk sinoviyum değişikliğe uğrar ve hastalık ilerledikçe sinoviyal 

yapıda meydana gelen değişiklikler farklılık gösterir. İlk haftalarda doku ödemi ve 

fibrin depozitler nedeniyle klinik olarak eklem şişliği ve ağrı ortaya çıkar. Kısa süre 

içinde, sinoviyumun eklem kavitesine bakan iç yüzeyinde Tip A (makrofaj benzeri 

sinoviyositler) ve Tip B (fibroblast benzeri sinoviyositler) sinoviyositlerin oluşturduğu 

1-2 hücre tabakası derinliğindeki intimal astar bölge 4 ile 10 (bazen 20 hücreden fazla) 

hücre derinliğine ulaşır ve sinoviyum hiperplastik bir görünüm alır. Bu değişikliklerle 

eş zamanlı olarak T ve B hücreleri de içeren mononükleer hücrelerin, makrofajların ve 

plazma hücrelerinin yoğun infiltrasyonu neticesinde sinoviyumun subintimal 

bölgesinin hücre sayısı ve içeriği değişime uğrar. Kimi zaman B hücreler ve dendritik 

hücreler, T hücreler ve doku makrofajlarıyla kümeleşerek lenfoid foliküllere benzeyen 

yapılar meydana getirir. Sinoviyal yüksek damar endotel hücreleri ise hastalığın bu 
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erken evresinde farklılaşarak, sekonder lenfoid ya da yangılı nonlenfoid dokularda 

bulunanlara benzer, post kapiller venülleri meydana getirerek dolaşımdaki lökositlerin 

dokuya geçişini kolaylaştırırlar. Giderek hipertrofik hale gelen sinoviyal doku lokal 

olarak kemik ve kıkırdak dokulara doğru invaze olmaya başlayan karakteristik pannus 

yapısını oluşturur. Pannus histolojik olarak sinoviyal dokudan farklı özellikte 

yapılanır. Yüksek seviyelerde matriks metalloproteinazlar (MMP) üreten 

mononükleer hücreler ve fibroblast benzeri hücreler içerir. Eklem kıkırdağının, 

subkondral kemik yapının, tendon ve ligamentlerin aşınmasına neden olur (Lee ve 

Weinblatt 2001, Kay ve Calabrese 2004, Sweeney ve Firestein 2004, Khurana ve 

Berney 2005). 

Hastalığın merkezinde olan sinoviyal inflamasyonu neyin tetiklediği 

bilinmemektedir.  Antijen bağımlı CD4+ T lenfositlerin aktivasyonu olası ilk patolojik 

olay olarak değerlendirilmektedir. CD4 +T lenfositler, tip A sinoviyositler, 

makrofajlar, dendritik hücreler, B lenfositler gibi (HLA-DR ) MHC-II pozitif hücreler 

tarafından kendilerine sunulan ve bugün için tanımlanamamış antijenlerle aktive 

olmaktadır. Aktive olan yardımcı T lenfositler (CD4+) proliferasyon ve klonal 

genişleme, sitokin üretimi ve hücre-hücre etkileşimleri gibi farklı süreçlerle RA 

patogenezinde önemli rol oynar. B lenfositler antijen sunarak T lenfositlerin 

aktivasyonunu sağlamalarının dışında tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) ve 

lenfotoksin-α gibi sitokinler ile çeşitli kemokinleri sekrete ederler. Bu etkileriyle 

birlikte lokal immün komplekslerin oluşmasına yol açan hem immünglobulinlerin hem 

de RF, sitrülinlenmiş peptit (anti-CCP) ve kollajen-II otoantikorlarını üreterek RA 

patogenezindeki inflamatuar süreçlere katılırlar (Weyand 2000, Panayi 2005, Mauri 

ve Ehrenstein 2007). 

Sitokinler, immün cevapta rol alan hücrelerin etkileşimine yardım eden protein 

yapıda küçük moleküllerdir. Hücrelerin bölünmesini, farklılaşmasını, kemotaksisini 

etkiler, birçok proinflamatuar-antiinflamatuar olaylarda rol alırlar ve immün sistemi 

düzenleyici etkiler gösterirler. Fizyolojik koşullarda sitokinlerin üretimi arasında bir 

denge vardır. RA’da bu denge proinflamatuar sitokinler lehine bozulmuştur. TNF-α, 

IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-21, IL-

23, IL-27, IL-32, IL- 33, IFN-γ hastalık patogenezinde rolü olduğu tespit edilen başlıca 

sitokinlerdir (Brennan ve McInnes 2008, Braun ve Zwerina 2011, Mateen ve ark. 
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2016a). T ve B hücreler ile yoğun şekilde makrofaj ve fibroblast benzeri sinoviyositler 

tarafından üretilen sitokinler sinoviyal inflamasyonun genişlemesinde ve 

sürdürülmesinde etkindirler. Fibroblastların proliferasyonuna, makrofajların 

aktivasyonuna ve diğer sitokinlerin artışına; sinoviyal dokuda transkripsiyon 

faktörlerini uyararak eklem hasarında rol alan enzimlerin sentezlerine ve hücre içi 

yolakların aktivasyonuna neden olurlar. Özellikle makrofajlar ve sinoviyal 

fibroblastlar arasındaki yoğun sitokin trafiğinin kısır döngüsü, RA’da ki sinoviyal 

inflamasyonun kalıcı olması ile sonuçlanır. (Kay ve Calabrese 2004, Knedla ve ark. 

2007, Brennan ve McInnes 2008). İnterlökin-1 ve TNF-α hastalık patogenezinde 

önemli etkilere sahip ana proinflamatuar sitokinlerdir. Hastalığın sistemik etkilerinin 

oluşmasına aracılık ederler. Yangılı sinoviyumdaki birçok hücrenin koordinasyonunu 

sağlarlar. Ayrıca bu iki sitokinin birbirlerinin üretimini arttırmak gibi özelliği de 

bulunmaktadır (Kay ve Calabrese, 2004). TNF-α, RA’lı hastaların hem sinoviyal 

dokusunda hem de sinoviyal sıvılarında bol miktarda bulunur. Ana kaynağı aktive 

olmuş makrofajlar olmakla birlikte; sinoviyal fibroblastlar, T ve B hücreler, doğal katil 

hücreler, osteoblast ve osteoklastlar da TNF-α üretebilmektedir. TNF-α diğer 

proinflamatuar sitokinlerin üretimini uyarmak, akut faz cevabı oluşturmak, 

osteoklastları ve kondrositleri aktive ederek kemik rezorpsiyonu ve kıkırdak harabiyeti 

meydana getirmek; endotel hücrelerinin adezyon moleküllerini ve  kemokinleri 

artırarak lökositlerin sinoviyumda birikmesine sebep olmak gibi hastalık 

patogenezinde çok yönlü etkiler gösterir (Brennan ve McInnes 2008, Braun ve 

Zwerina 2011). IL-1 esas olarak aktive makrofajlar ve sinoviyal fibroblastlarca üretilir. 

RA patolojik süreçlerinde TNF-α’ya benzer özellikler göstermesinin yanı sıra 

kondrositlerin kıkırdağın yeniden yapılanmasındaki etkilerinin kısıtlanmasında da rol 

oynar (Dayer 2003, Kay ve Calabrese 2004, Braun ve Zwerina 2011). 

RA hastalarının eklemlerindeki oksidatif stresin nedeni, sinoviyal kavite 

üzerindeki artan basınç, kapiller yoğunluğunda azalma, sinoviyal dokunun metabolik 

olaylarındaki artış ve lokal lökositlerdeki artış gibi faktörlerdir (Tak ve ark. 2000, 

Harris ve ark. 2006). Bununla birlikte hastalığa bağlı sinoviyal dokuda meydana gelen 

hasarlar ortamda metal iyonlarını artırarak hücreler için oldukça toksik hidroksil 

radikalinin (OH•) oluşumunu kolaylaştırır (Filippin ve ark., 2008).  Hastalıkta artmış 

ROT ve reaktif nitrojen türleri (RNT) doğrudan kondrositlere etki ederek kondrosit 



9 

 

ölümüne sebep olabildiği gibi, dolaylı yoldan MMP sekresyonunu arttırarak kıkırdak 

dokuda hasar oluşturabilirler (Hitchon ve El-Gabalawy 2004, Quinonez-Flores ve ark. 

2016). ROT ve RNT eklem dokusunda non-enzimatik olarak protein yapılarda 

glikozilasyona neden olarak bu yapılara karşı immünglobulinlerin oluşumuna 

sebebiyet verebilirler ve fagositleri aktivite edebilirler (Tai ve Newkirk 2000, Hitchon 

ve El-Gabalawy 2004). IL-1 ve TNF-α ile diğer sitokinlerin gen ekspresyonlarını 

arttırabilirler (Kundu ve ark., 2012).  ROT ve RNT doğrudan DNA yapısına zarar 

verebildiği gibi dolaylı olarak DNA onarım mekanizmalarını bozarak da kalıcı 

mutasyonlara neden olabilmektedir. Özellikle RA’da apopitozdan sorumlu p53 tümör 

baskılayıcı gende böyle bir mutasyonun oluşmasına bağlı apopitozdan korunmuş 

sinoviyal fibroblastların ve lökositlerin varlığı tespit edilmiştir (Firestein ve ark. 1997, 

Reme ve ark. 1998, Li ve Wan 2013, Quinonez-Flores ve ark. 2016). Bununla birlikte 

RA’lı hastaların periferal kan lenfositlerinde promutejenik olarak bilinen ve oksidatif 

stres kaynaklı genotoksite göstergesi olan 8-oxohydrodeoxyguanosine düzeylerinin 

arttığı belirlenmiştir (Tak ve ark. 2000, Filippin ve ark. 2008). 

 

2.1.4. Romatoid Artrit Klinik Özellikleri        

RA genellikle haftalar ve aylar boyunca süren yavaş ve sinsi bir başlangıç 

gösterir. Hastalık vakaların %55 ile %65’inde bu şekilde başlar. Başlangıç belirtileri 

sistemik veya eklemde olabilir. Bazı bireylerde yorgunluk, halsizlik ellerde şişlik veya 

yaygın kas ve eklem ağrısı spesifik olmayan ilk yakınmalar olarak ortaya çıkabilir, 

eklem tutulumu daha sonra belirginleşir. Asimetrik eklem tutulumu nadirde olsa 

görülebilir.  Hastaların %8 ile %15’inde ise hastalık akut başlangıçlıdır. Sinsi tip 

başlangıca göre daha az simetrik tutulum vardır ve sistemik komplikasyonlar bu 

gruptaki hastalarda daha sık görülür (Harris ve ark., 2006). 

Hastalıkta ilk tutulan eklemler daha çok metakarpofalangeal eklemler, 

proksimal interfalangeal eklemler, metatarsofalangeal eklemler ve el bilekleridir. 

Büyük eklemlerde (servikal omurlar, diz, omuz ve kalça eklemleri) genellikle küçük 

eklemler tutulduktan sonra belirtiler ortaya çıkmaktadır (Harris ve ark., 2006). Her ne 

kadar hastalık eklemlerde en büyük hasarı oluşturuyorsa da sistemik kronik 

inflamasyon birçok hayati organa zarar verebilmekte ve çeşitli komplikasyonlara 

neden olabilmektedir. Eklem tutulumuna eşlik eden komplikasyonların varlığı ise hem 
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agresif bir hastalık tablosuna hem de ölüm riskin de artışa sebep olabilmektedir. Deri, 

göz, hematopoetik sistem, solunum sistemi, sindirim sistemi, sinir sistemi, boşaltım 

sistemi ve dolaşım sistemi hastalıktan en çok etkilenen sistemlerdir ve sistem 

tutulumları birliktelikte gösterebilmektedir. Ayrıca, RA’lı hastalarda kanser riskinde 

de belirgin artış vardır ve özellikle hematolojik kanserler ile akciğer kanserlerindeki 

risk artışı daha belirgindir (Grassi ve ark. 1998, Khurana ve Berney 2005, Simon ve 

ark. 2015, Raheel ve ark. 2016). 

 

2.1.5. Tedavi  

RA tedavisinde amaç eklem yapılarının hasarının önlenmesi ve 

fonksiyonlarının korunması, yaşam kalitesinin yükseltilmesi,  ağrı ve inflamasyonun 

en aza indirilmesi, komplikasyonların önlenmesidir. Günümüzde hastalığın 

tedavisinde steroid olmayan antiinflamatuar ilaçlar (NSAİ), kortikositeroid, geleneksel 

hastalık modifiye edici anti romatizmal ilaçlar (DMARDs) ve biyolojik ajanlar 

kullanılmaktadır. He ne kadar son yıllarda IL-1, IL-6 ve TNF-α proinflamatuar 

sitokinlerini etkisizleştirmeye yönelik ajanların tedavide kullanılmaya başlanmasıyla 

tedavide olumlu yönde gelişmeler olmuş olsa da mevcut tedavilerin hiç biri hastalığı 

tamamen ortadan kaldırmakta yeterli olmamaktadır ve her hasta için hedeflenen 

remisyon sağlanamamaktadır (Harris ve ark. 2006, Top ve Terekeci 2008). 
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2.2. Ozon  

2.2.1. Ozonun Tanımı  

Ozon (O3)  üç oksijen atomundan oluşan, yapısı dolayısıyla oldukça kararsız, 

gaz olarak depolanması mümkün olmayan (sıvı olarak -111, 9 °C’nin altında 

depolanabilir), renksiz, keskin kokulu, havadan daha ağır bir gazdır. Flor ve 

persülfattan sonraki en güçlü oksitleyici ajandır.  Oksijenden (O2) daha yoğundur ve 

suda çözünürlüğü O2’den 10 kat fazladır (0 °C’de, 100 ml suda 47 ml ozon 

çözülebilmektedir). Yarılanma ömrü 20 °C’de 40, 0 °C’de 140 dakikadır (Di Paolo ve 

ark. 2004, Bocci 2006a, Bocci 2006b, Bocci ve ark. 2009, Schwartz ve Martínez-

Sanchez 2012). 

 Yeryüzünden yaklaşık 20-30 km yüksekte bulunan atmosferin stratosfer 

tabakası, ozonun doğada en yoğun oluştuğu yerdir ve burada gazın yoğunluğu 16-20 

mg/m3e ulaşabilmektedir. Güneş kaynaklı yüksek enerjili ultraviyole radyasyon 

ışınları stratosfer tabakasına ulaştığında buradaki O2 moleküllerini parçalayarak 

serbest oksijen atomu haline getirirler (Şekil 1).  Bu oksijen atomları yine yüksek 

enerjili ışınlar nedeniyle O2 molekülleriyle reaksiyona girerek ozonu oluştururlar. 

Ancak ozon kararsız yapıda bir gaz olduğundan ve ortamdaki yüksek enerjili ışınların 

sürekliliği nedeniyle hızla oksijen molekülüne ve atomuna ayrılır.  Ozonun bu döngüsü 

sonucu güneşten gelen yüksek enerjili ışınların (UV-C’nin tamamı, UV-B’nin büyük 

çoğunluğu) soğrularak yeryüzüne ulaşmaları engellenmiş olur. Yeryüzünde oluşan 

ozon ise 20 µg/m3 lük yoğunluğun altındadır (Di Paolo ve ark., 2004). Bu yoğunluktaki 

ozon yaşamla bağdaşmakla birlikte, insan kaynaklı olarak ozon yoğunluğunda artış 

meydana gelmektedir. 

 

 

 

            Şekil 1. UV ışını etkisiyle ozonun oluşumu ve parçalanması. λ: lamda dalga 

boyu.(https://biyosferdekicanliligindevami.files.wordpress.com/2015/05/ozon1.jpg) 
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Yaşadığımız atmosfer tabakası troposferde ozon yoğunluğunun artması hava kirliliği 

olarak kabul edilir ve insan sağlığı açısından tehlike yaratır. Özellikle akciğerler yapısı 

gereği ozona karşı oldukça savunmasızdır. Sürekli ozona maruz kalmak akciğerlerde 

kronik oksidatif stres yaratarak sabit şekilde proinflamatuar sitokinlerin, ROT ve 

oldukça toksik olan lipit oksidasyon ürünlerinin (LOPs)  oluşumunda büyük çaplı artış 

meydana getirmektedir. Akciğerlerde başlayan bu lokal inflamasyon zamanla 

kronikleşip, başka hayati organlarda da kronik inflamasyona sebep olabilmektedir. 

Ozonun verdiği hasarlar, maruz kalınan yoğunluğa ve süreye, ortamdaki nem oranına 

(ozon nemli ortamda daha aktiftir) göre değişiklik göstermektedir. Düşük yoğunlukta 

ozon solumak öksürmeye ve boğazda tahrişe neden olurken; yüksek yoğunlukta ozon 

solunması bronşiyal mukozada ve pnömosit hücrelerinde hasara neden olup akciğer 

ödemine yol açabilmektedir. Ayrıca 0,02 μg/ml yoğunluktaki saf ozonun dört saat 

solunmasının ölümcül olabileceği belirtilmektedir (Pryor ve ark. 1995, Di Paolo ve 

ark. 2004, Bocci 2006b, Bocci 2007). 

Ozon günümüzde içme sularının sterilizasyonu, tekstil ürünlerinin ağartılması, 

gıdaların saklanması, temizlik ve dezenfeksiyon sağlamak gibi birçok amaçla ve farklı 

alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu işlemlerde kullanılan ozon normal 

soluduğumuz havadan özel olarak geliştirilmiş cihazlarla elde edilir ve teknik ozon 

olarak adlandırılır (Bocci ve ark., 2009). 

 

2.2.2. Medikal Ozonun Tanımı 

Medikal diğer bir adıyla tıbbi ozon, endüstriyel amaçlı kullanılan teknik 

ozondan farklı olarak saf oksijenden elde edilir. Soluduğumuz havanın içeriğinde 

bulunan nitrojenin nitrik okside dönüşerek toksik etki yaratması nedeniyle medikal 

ozon elde etmede soluduğumuz hava kullanılmamaktadır (Bocci ve ark., 2009). 

Medikal ozon jeneratörleri, saf oksijenden ozon elde etmeye yarayan 

cihazlardır. Çok çeşitli tip ve özellikte medikal ozon jeneratörü bulunmakla birlikte 

hepsinin çalışma prensipleri benzerdir. Oksijen geçişi sırasında yüksek voltajlı (5-14 

kV) elektrik deşarjları oluşturarak oksijeni ozona dönüştürürler (Bocci ve ark., 2009). 

Yalnız bu dönüşüm tüm oksijenin ozona dönüşümü şeklinde gerçekleşmez. Saf 

oksijenin en fazla %5’lik kısmı ozona dönüştürülür. Bu nedenle medikal ozon aslen 

oksijen/ozon karışımından oluşan bir gazdır. Tıbbi amaçlı kullanılan ozon yoğunluğu 
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10-80 µg/ml aralığındadır (Bocci 2006a). Uygulanan ozon dozu ise kullanım amacına 

göre değişmekle birlikte hangi patolojilerde hangi dozda uygulanması gerektiğine dair 

kabul edilmiş ve görüş birliğine varılmış bir uygulama bulunmamaktadır.  

 

2.2.3. Medikal Ozonun Tarihçesi 

Yayınlarda ozondan ilk bahsediliş 1785 yılında Alman fizikçi Martin van 

Marum’un havadaki bir gazın elektrik akımıyla kıvılcım çıkarıp keskin kokulu ve 

yüksek okside edici özellikte bir gaza farklılaştığını saptamasıyla başlamıştır. Bunu 

1840 yılında Basel Üniversitesi profesörlerinden Christian Friedrich Schönbein’in 

oksijenden elde ettiği keskin kokulu gaza “ozon” adı vermesi ve bu gazın biyolojik 

yapılarda çift bağ yapılarına bağlanabildiğini belirtmesi takip etmektedir. 1857 yılında 

Werner von Siemens’in tasarladığı cihazla (manyetik indüksiyon borusu) içme suyunu 

arıtılmasıyla ozondan faydalanılmaya başlanmıştır. 1896 yılında patenti Tesla’ya ait 

ozon gazı üretici sistemin geliştirilmesinden sonra ozonun çeşitli alanlarda kullanımı 

yaygınlaşmıştır ve 1957 senesinde günümüzde kullanılan medikal ozon 

jeneratörlerinin gelişimine zemin hazırlayan oksijen/ozon gaz karışımını üreten cihaz 

Dr. Joachim Hansler tarafından geliştirilmiştir (Schwartz ve Martínez-Sanchez, 2012). 

Tıbbi amaçlı ozon kullanımıyla ilgili bilgiler 18.yy’ın ikinci yarısına 

dayanmakla birlikte ilk kez 1899’da İsviçreli diş hekimi Fisch tarafından lokal olarak 

dezenfektan amaçlı kullanılmıştır. Bu dönemden sonra ozonun tıbbi kullanımıyla ilgili 

değişik endikasyonlarla ve farklı dallarda kullanımı yaygınlaşmıştır. Cerrah Erwin 

Payr’in ozonun tedavi amaçlı kullanımının faydalarını görmesi ve bunu açıklaması; 

ardından da Fransız Dr. P. Aubourg’un kolit ve fistül tedavisinde ozonu rektal yoldan 

uygulamaya başlaması takip etmiştir. 1960’lı yıllara gelindiğinde Almanya’da ilk ozon 

terapi okulu açılarak ve ozonun tedavi amaçlı uygulamasına yönelik hekimlerin 

yetiştirilmesinin adımları atılmıştır. 1968’de ise günümüzde en yaygın şekilde 

kullanılan majör otohemoterapi yöntemiyle yoğun şeklide ozon uygulamalarına 

başlanmıştır (Schwartz ve Martínez-Sanchez, 2012). Geçen zaman içerisinde ozonun 

tedavi amaçlı kullanımındaki artış özellikle 1980 sonrasında tıbbi amaçlı ozon 

kullanımına ilişkin yayınlarda artışı da beraberinde getirmiştir. 

Günümüzde ise her ne kadar etkili bir tedavi olarak medikal ozon uygulamaları 

daha gelişmiş ve bilinir duruma gelmişse de; ozon tedavisi, etkinliği ve güvenirliği 
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kanıtlanmış bir tedavi yöntemi değildir. Ne var ki Almanya, Rusya, Küba ve İtalya 

başta olmak üzere çeşitli ülkelerdeki hekimler tarafından gerek tedavi gerekse tıbbın 

tamamlayıcısı olarak uzun yıllardır farklı dozlar ve yollarla ozon terapisi 

uygulanmaktadır.  

Ülkemizde ise Sağlık Bakanlığının düzenlediği Geleneksel ve Tamamlayıcı 

Tıp Uygulamaları Yönetmeliği ile ozon uygulaması ve ozonun kullanım alanlarıyla 

ilgili yasal düzenleme yapılmıştır (T.C. Resmi Gazete, 27 Ekim 2014, sayı: 29158; Ek-

3). 

 

2.2.4. Medikal Ozonun Etki Mekanizması 

Ozonun saf suda çözünürlüğü diğer gazlarda olduğu gibi sıcaklık, basınç ve 

yoğunluğuna bağlıdır. Ozon saf suda çözündüğünde başka moleküllerle reaksiyona 

girebilme özelliğini yitirir. Ancak ozonlu su olarak dezenfektan amaçlı 

kullanılabilmektedir (Bocci ve ark., 2011a).  Öte yandan ozonun, plazma, interstisyel 

sıvı, lenf sıvısı ve idrar gibi vücut sıvılarında çözünürlüğü saf sudan farklıdır.  Ozon 

gazların çözünme yasasına (Henry yasası) aykırı hareket eder.  Biyolojik sıvılarda 

hızla çözünüp reaksiyona girerek oldukça reaktif olan oksijen atomunu (O•) ve oksijen 

molekülünü oluşturur. Dolayısıyla ozonu bu sıvılarla temas ettikten sonra ozon olarak 

saptamak mümkün olamamaktadır. Uygulanan gaz karışımın içinde bulunan oksijenin 

tamamıysa hemoglobine bağlanabilmektedir. Ozon cilt ya da mukozaya penetre 

olamaz ve hücre içine giremez (Bocci 2006a). Ancak, çoklu doymamış yağ asitleri 

(PUFA), askorbik asit ve ürik asit gibi antioksidanlar, albümin, indirgenmiş glutatyon 

(GSH) ve sistein gibi –SH grubu içeren tiyol birleşikleriyle kolaylıkla; doza bağımlı 

şeklide karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA ile tepkimeye girebilmektedir. Tüm 

bu biyolojik moleküller ozonla girdikleri tepkime sonrası elektron kaybederek okside 

olurlar (Bocci 2006a, Travagli 2007, Bocci ve ark. 2011a). 

Ozon kanla temas ettiğinde ise hızla plazmada çözünür. Çözünme sonrası bir 

kısmı plazmada bulunan ürik asit, askorbik asit, indirgenmiş glutatyon, sistein ve 

albümin gibi antioksidan moleküller tarafından saniyeler içinde etkisizleştirilirken; 

kalan kısmı plazmada bulunan PUFA ile girdiği reaksiyon sonrası hidrojen peroksit 

(H2O2) ve LOPs oluşumuna neden olur (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Borrelli ve 

ark. 2015). 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/interstisyel%20s%C4%B1v%C4%B1
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/interstisyel%20s%C4%B1v%C4%B1
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Ozonun asıl tedavi edici ve biyolojik etkilerinin girdiği tepkimeler sonucu 

oluşan H2O2 ve LOPs aracılığıyla gerçekleştiği öne sürülmektedir. Hidrojen peroksit 

hücre membranından geçip hücre içine girdiğinde bir dizi biyokimyasal reaksiyonu 

uyararak aktifleştirebilmektedir. Uyardığı biyokimyasal reaksiyonlar etkilediği hücre 

tipiyle ilişkilidir. Eritrositlerde glikoz 6 fosfat dehidrojenaz enzimini aktive ederek 

glikolizi uyarırken; ATP ve 2,3-difosfogliserat’ta meydana getirdiği artışa bağlı 

oksijenin hemoglobinden ayrılmasını kolaylaştırıp dokuların oksijenlenmesini artırır.  

Lökositlerde, NF-kβ’yı aktive ederek TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi birçok 

sitokinin, akut faz reaktanlarının, granülosit monosit koloni stimülan faktörün (GM-

CSF) ve hücre adezyon moleküllerinin sentezini uyarır, nötrofillerin fagositik 

aktivitesini arttırır. Trombositlerde büyüme faktörlerinin (PDGF ve TGFβ-1) üretimini 

uyarır. Bahsi geçen hücresel yanıtları meydana getiren hücre içi H2O2 yoğunluğu (4 

µM) oldukça düşük olup, saniyeler içinde glutatyon peroksidaz (GSH-pxs) ve katalaz 

gibi antioksidan enzimlerce suya dönüştürülür. Benzer şekilde plazmada oluşan ancak 

hücre içine girmeyen H2O2 de kısa bir süre içinde ortamdan uzaklaştırılır (Larini ve 

Bocci 2005, Bocci ve ark. 2011a, Bocci 2012).  

Ozonun neden olduğu çoklu doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu 

lipoperoksidaz (LOO•), alkoksi radikali (LO•), lipohidroperoksit (LOOH), isoprostan 

ve aldehitler gibi lipit peroksidasyon ürünleri açığa çıkar. Oluşan bu ajanlardan 

organizma için oldukça toksik olan 4-hydroxy-2,3 transnonenal (4-HNE) ve trans-4-

hydroxy-2-hexenal (4-HHE)’in ozonun biyolojik etkilerinin oluşmasına aracılık eden 

ajanlardır (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Bocci 2012, Borrelli ve ark. 2015). 

Hidrojen peroksitle kıyaslandığında daha kararlı yapıya sahiptirler. Bu ajanlar 

albümine bağlanmak suretiyle tüm dokulara taşınabilirler. Hedef hücrelere 

ulaştıklarında akut oksidatif stres tepkisinin oluşmasında etkin rol oynarlar. Albümine 

bağlı HNE hedef hücrenin sitoplazmasına ulaştığında albüminden ayrılıp burada 

bulunan Keap1 (Kelch ECH associating protein 1) -Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-

  R- CH= O   +   R'- CH= O  +  H2O2 R- CH= CH- R'  +  O3  +  H2O 

hHHHH2O 

      PUFA     LOPs             LOPs 
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related factor 2) kompleksine bağlanır. Transkripsiyon faktörü olan Nrf2 kompleksten 

ayrılarak nükleusa geçer. Nrf2, nükleusta bulunan MAF proteiniyle heterodimer 

oluşturup DNA’da bulunan antiokisidan yanıt faktörlerine (ARE ve ya EhRe) 

bağlanarak; süperoksitdismutaz (SOD), katalaz, GSH redüktaz (GSH-R), GSH 

peroksidaz (GSH-Px), GSH transferaz (GSH-Tr), ısı şok proteini 70 (HSP70) ve 

hemoksijenaz-1 (HO-1) gibi antioksidan proteinlerinin sentezini arttırır  (Sagai ve 

Bocci 2011, Bocci 2012, Borelli ve ark. 2015). 

Bahsi geçen etkiler tedavi edici ozon dozları için geçerlidir. 80 µg/ml 

yoğunluğun altındaki ozonun toksik etkilerinin ürik asit, albümin, GSH ve askorbik 

asit gibi plazma antioksidanlarınca kompanse edilebildiği; bu esnada da total 

antioksidan kapasitede %20’lik bir düşüş yaşandığı ancak bu düşün 30 dakika gibi bir 

sürede normale döndüğü belirtilmektedir (Larini ve Bocci 2005, Travagli ve ark. 2007, 

Bocci ve ark. 2011c). 

 

2.2.5. Medikal Ozon Uygulama Yöntemleri 

Ozonun tedavi edici, tedavi edici olmayan ve toksik yoğunluğu bulunmaktadır. 

Ozonun 10-80 µg/ml arasındaki yoğunluğu tedavi edici olarak kabul edilmektedir 

(Bocci 2012). 5-10 µg/ml yoğunluğun altındaki ozonun var olan anti oksidan 

sistemlerce anında ortamdan uzaklaştırılması (Bocci 2006a), 80 µg/ml ve üzeri 

yoğunlukta ise antioksidan sistemlerin yetersiz kalması sonucu ozonun toksik 

etkilerinin organizmaya zarar vermesi nedeniyle kullanımı önerilmemektedir. Tedavi 

edici ozon dozu hastaya, uygulanacak yönteme ve hedeflenen amaca göre 

değişmektedir. Bununla birlikte ozon terapisine başlamadan önce ve terapi süresince 

hastanın pro-oksidan ve antioksidan kapasite durumunun bilinmesinin uygulanacak 

ozon dozunun belirlenmesinde ve terapinin güvenli olup olmayacağına karar verilmesi 

bakımından önemli olduğu da belirtilmektedir (Hernandez 2007, Simonetti ve ark. 

2014). 

Medikal ozon parenteral veya lokal olarak uygulanabilmektedir. Başlıca ozon 

uygulama yöntemleri: Majör Otohemoterapi (MOHT), Minör Otohemoterapi (MİHT) 

ve rektal ozon uygulamasıdır. 
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2.2.5.1. Majör Otohemoterapi (MOHT) 

Hastanın vücut ağırlığına bağlı olarak alınan 100-225 ml aralığındaki kanın in 

vitro ortamda ozonlanmasından sonra hastaya intravenöz yoldan geri verilmesi 

prensibine dayanır.  

 Hastadan alınan kan  %3,8’lik sodyum sitratla 1: 9 oranında vakumlu cam şişe 

içinde karıştırılır.  Kan miktarı kadar, ozon yoğunluğu 20-80 µg/ml aralığında olacak 

şekilde, gaz karışımı (%95 O2, %5 O3)  şişeye ilave edilir. 15-20 dakika sonra 

transfüzyon işlemine başlanır (Bocci ve ark., 2011a).  

 MOHT kullanımı en yaygın olan ve birçok patolojik durumda sıklıkla 

uygulanan ozon uygulama yöntemidir. Avrupa’da son birkaç yılda bir milyona yakın 

MOHT ile ozon uygulaması yapıldığına yayınlarda sıkça değinilmektedir. Yöntemde 

kullanılan ozonun yoğunluğu, terapinin sıklığı ve süresi patolojinin çeşidine ve 

uygulayan merkeze göre değişmekle birlikte ozon uygulamasının haftada iki kez 

yapılmasının, terapiye düşük dozlarla başlanıp önerilen maksimum doza kademeli 

olarak çıkılmasının uygun olduğu; ozon konsantrasyonun 5 μg/ml’den fazla 

arttırılmaması önerilmektedir (Bocci ve ark. 2011b, Bocci ve ark. 2011c).  Tablo 1’de 

MOHT’nin uygulandığı patolojiler ve kullanımı önerilen ozon yoğunlukları yer 

almaktadır. 

 

Tablo 1. MOHT uygulanan patolojiler ve önerilen ozon konsantrasyonu (Bocci ve ark. 

2011b). 

 

Patoloji 

Başlangıç Ozon 

Yoğunluğu 

(µg/ml) 

Çıkılabilecek Maksimum 

Ozon Yoğunluk 

(µg/ml) 

Bulaşıcı hastalıklar 20-25 70 

Vasküler hastalıklar 20 40-50 

Dejeneratif hastalıklar 20 30-40 

Solunum sistemi 

hastalıkları 15 30-40 

Otoimmün hastalıklar 20-40 80 

Metastatik tümörler 25 70-90 
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2.2.5.2. Minör Otohemoterapi (MİHT) 

Hastadan alınan 5 ml kan eşit hacim gaz karışımıyla (%95 O2, %5 O3), ozon 

yoğunluğu 80-100 µg/ml aralığında olacak şekilde, ozona dayanıklı enjektör içinde 

kuvvetli şekilde çalkalanıp köpük oluşturularak bekletilmeden hastanın gluteal kasına 

enjekte edilir. Bu yöntemin bağışıklık yanıtlarını düzenleyici ve çeşitli biyolojik 

yanıtları aktive edici etki meydana getirdiği düşünülmektedir. Bu etkilerin enjeksiyon 

bölgesinde, yüksek yoğunlukta ozon uygulanmasına bağlı, oluşan denatüre 

proteinlerin, parçalanmış eritrositlerin ve apopitoza uğrayan hücrelerin ortamdan 

uzaklaştırılması için bölgeye göçe eden nötrofil ve makrofajların steril yangı yanıtı 

başlatması yoluyla ortaya çıktığı öne sürülmektedir (Bocci 2006a). Kronik enfeksiyon 

hastalıklarında, özellikle herpes enfeksiyonlarında, MOHT’ye destek amaçlı 

uygulanması önerilmektedir (Bocci ve ark.,  2011a). 

 

2.2.5.3. Rektal Ozon Uygulaması  

Uygulama belirli yoğunlukta ozon içeren gaz karışımının belirli hacminin 

doğrudan rektuma infüzyonu şeklinde yapılmaktadır. Uygun cihaz ve donanımlar 

sağlanması durumunda hastaların evde de uygulayabileceği bir yöntem olarak 

nitelendirilmektedir. Ancak, ozonun mutajenik özelliğinden dolayı tekrarlan 

uygulamaların dikkatli yapılması gerektiği belirtilmekte; uygulanacak ozon dozunun 

8 mg’dan (40 µg/ml X 200 ml O2/O3 gaz karışımı) düşük olması ve 10-35 µg/ml 

aralındaki ozon yoğunluğunun kullanılması önerilmektedir (Bocci ve ark., 2013). 

Rektal yoldan ozon uygulaması MOHT yönteminden sonra en sık kullanılan 

ve sistemik etki meydana getirdiği belirtilen ozon uygulama yöntemi olmakla birlikte 

özellikle venöz girişin zor olması nedeniyle MOHT yönteminin uygulanamayacağı 

hastalarda da alternatif yöntem olarak uygulanmaktadır. Bağışıklık sistemini 

düzenleyici ve oksijen metabolizmasını arttırıcı etkiler meydana getirdiği öne 

sürülmektedir (Luis ve ark., 2015). Öte yandan kolorektal lümende bulunan feçes ve 

mukopolisakkaritlerin uygulanan ozonu etkisizleştirdiği ve bu bölgedeki sıvılarla 

girdiği etkileşim nedeniyle rektal mukozadan ozon emiliminin mümkün olmadığı; 

oluşan peroksidasyon ürünlerininse sadece bazılarının dolaşımda saptanabildiği ve 

ayrıca etki mekanizmasının henüz tam olarak aydınlatılamamış olması gibi 
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nedenlerden ötürü pekte tercih edilmemesi gereken bir uygulama olduğu yönünde 

görüşlerde bulunmaktadır (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011c, Bocci ve ark. 2013). 

Belirtilen ozon uygulama yöntemleri dışında vajinal infüzyon, vücut 

boşluklarına, deri altına ve kas içine de doğrudan enjeksiyonla ozon uygulaması 

yapılmaktadır. Ancak ozonun intravenöz ve solunum yoluyla uygulanması 

yasaklanmıştır (Bocci ve ark. 2011a, Bocci ve ark. 2011c). 

 

2.2.6. Medikal Ozonun Klinik Uygulamaları 

            27 Ekim 2014 tarih ve 29158 sayılı T.C. Resmi Gazete’de yayınlanarak 

yürürlüğe giren Geleneksel ve Tamamlayıcı Tıp Uygulamaları Yönetmeliği’nde  

 Eklem, tendon ve ligamen yaralanmarında 

 Vertebra ve disk patolojilerine bağlı yansıyan ağrıda 

 Myofasial ağrı 

 Fibromiyalji 

 Enfekte diyabetik yaralar 

 Gingivit, peridontitis 

 Nöropatik ağrı 

 Vertebral disk patolojilerinde 

 Revaskülarizasyon şansı olmayan kritik iskemili ekstremite yaraları 

ve bu belirtilen patolojilerle ilişkili olabilecek alanlarda tedaviyi destekleyici yöntem 

olarak ozon uygulamasının yapılabileceği belirtilmekle birlikte, yayınlarda ozon 

uygulamasının multipl skleroz, RA, psoriasis, crohn hastalığı gibi otoimmün 

hastalıklarda, amfizem, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, idyopatik pulmoner 

fibrosis, akut solunum bozukluğu gibi akciğer hastalıklarında; akne ve atopik dermatit 

gibi cilt hastalıklarında, ortopedik hastalıklarda, metastatik kanserlerde, kronik 

yorgunluk sendromunda, ciddi sepsis vakalarında ve çoklu organ yetmezliklerinde, 

iskemik hastalıklarda, yaşa bağlı maküler dejenerasyonda, lumbar ve servikal 

fıtıklarda, vajinal ve rektal bakteriyal, fungal ve viral enfeksiyonlarda, yanıklarda ve 

diğer birçok patolojide etkili olduğuna dair ifadeler yer almaktadır. Ancak bu bilgilerin 

çoğu ozon terapisi uygulayan hekimlerin bildirilerinden ibarettir (Bocci 2006a, Bocci 

2006b).   
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Kontrollü klinik çalışmalar sonucu elde edilen bilimsel veriler kısıtlıdır, bu 

hastalıkların ozon uygulamasına bağlı iyileştiği yönünde kabul gören bilimsel kanıtlar 

yetersizdir ve açık değildir.  

 

2.2.7. Medikal Ozon Uygulamasının Kontraendikasyonları ve Yan Etkileri  

Yayınlarda ozon uygulamasına bağlı oluşan herhangi bir akut ya da kronik 

toksik etkilerden bahsedilmemektedir. Ozon uygulaması yapanların olumsuz 

geribildirim almadıkları ve hastaların ozonu iyi tolere ettiği gibi aslında farazi 

bilgilerden öteye geçemeyen görüşler, ozon terapisinin olası yan etkilerinin 

araştırılmasındaki eksikliğe dikkat çekmektedir. 

 

2.2.7.1. Medikal Ozon Uygulamasının Yapılmaması Gereken Durumlar 

 Ozonun gaz formunda damar içine enjeksiyonu hava embolisi sonucu ölüme 

yol açabileceğinden yasaklanmıştır. Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim eksikliği, 

Basedow Graves gibi kontrolsüz hipertiroidi vakalarında, masif kanamalı hastalarda, 

malign hipertansiyon, ağır trombositopeni (<50000/mm3) varlığında ozon uygulaması 

yapılmamaktadır (T.C. Resmi Gazete, 27 Ekim 2014, sayı: 29158; Ek-3). 

 

2.2.7.2. Karşılaşılan Komplikasyonlar 

Yayınlarda şimdiye kadar ozon uygulamasına bağlı dört hasta kaybının 

gerçekleştiği ve bunlarında 1984 yılında uygulaması yasaklanan intravenöz ozon 

uygulamasından kaynaklandığı belirtilmektedir (Bocci ve ark., 2011c).  
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2.3. DNA Hasarı ve Mekanizmaları  

 İnsan genomu gelişim, büyüme, metabolizma ve üremenin bütün yönlerini, 

temel olarak insanın fonksiyonel bir organizma olmasını belirlemek için gerekli olan 

bilgiyi yapısında bulunduran deoksiribonükleik asitten (DNA) oluşur. İnsan genomu, 

genetik bilgi birimi olarak nitelenen, yaklaşık 50.000 gen içermektedir. Genler her 

hücrenin çekirdeğinde kromozom adı verilen yapıları oluşturan DNA’da 

kodlanmaktadır. Polimerik bir nükleik asit makromolekülü olan DNA, çift zincirli 

sarmal yapıdadır. Beş karbonlu şeker (deoksiriboz), azot taşıyan bir baz (adenin, timin, 

sitozin, guanin) ve bir fosfat grubu içeren nükleotidlerin milyonlarcasının 

polinükleotid zincirleri şeklinde polimerize olmasıyla meydana gelir. Nükleotidler 

birbirine şeker grupları arasında oluşan 5’-3’ fosfodiester bağlarıyla bağlanırken, 

bazlar karşılıklı olarak hidrojen bağlarıyla bağlanarak çift zincirli yapının sıkı şekilde 

kenetlenmesini sağlar (Lindhal 1993, Nussbaum ve ark. 2005). 

 DNA, nükleotid yapısını veya fosfodiester bağlarını bozmaya yönelik 

genotoksik ajanlar tarafından sürekli saldırıya maruz kalmaktadır ve genetik 

materyalde oluşan tüm değişiklikler “DNA Hasarı” olarak adlandırılır. Genomda, gün 

içinde sayısı on binleri bulabilen DNA hasarları oluşmaktadır ve hasarlar baz 

düzeyinde olabileceği gibi kromozom yapısında ya da kromozom sayısında değişikliğe 

neden olabilecek kadar kompleks yapıda da olabilmektedir. Normal koşullarda oluşan 

DNA hasarları, DNA tamir mekanizmalarıyla düzeltilir. Ancak hasar oluşumu, tamir 

kapasitesini aştığında ya da tamirden sorumlu mekanizmalar aksaklığa uğradığında 

oluşan hasarlar kalıcı hale gelir. DNA’da meydana gelen hasarlar kalıcı hale 

geldiğinde mutasyonlara, çeşitli hastalıklara, kansere, hücrelerin fonksiyon kaybına 

veya hücrelerin ölümüne sebep olabilirler (Lindhal 1993, Sancar ve ark. 2004, Hakem 

2008, Jackson ve Bartek 2009). 

 DNA hasarlarına yol açan olayların bazıları hücre metabolizması sonucu 

meydana gelirken, bazıları ise dış faktörlerden kaynaklanmaktadır. Güneşten gelen 

ultraviyole radyasyon, iyonize radyasyon, çeşitli kimyasallar dış etkenler olarak 

nitelendirilir ve farklı özelliklere sahip bu ajanların meydana getirdikleri DNA 

hasarları da farklılık gösterir. Olağan hücresel metabolizma sonucu açığa çıkan ROT 

ve RNT ile DNA’nın kendini eşlemesi sırasında oluşan yanlış baz eşleşmeleriyse 

kendiliğinden hasar oluşumuna sebebiyet vermektedir (Hakem 2008). 
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 Hücresel metabolik olayların yol açtığı DNA hasarları, dış etkenlerden 

kaynaklanan DNA hasarlarından daha fazla olmakla birlikte; oluşan DNA hasarları ya 

aynıdır, ya da benzer özelliktedir. Çoğu kanser türlerindeyse endojen ve ekzojen 

kaynaklı DNA hasarlarının birlikteliği söz konusudur (Bont ve Larebeke, 2004).   

 

2.3.1. Spontan (Endojen) DNA Hasarları 

 Hücresel olaylar esnasında ortaya çıkan etkenlerden ya da canlılığın devamının 

sağlanması esnasında gerçekleşen rutin olaylar sonucu oluşan DNA hasarları endojen 

kaynaklı hasarlardır. 

 

2.3.1.1. DNA Replikasyonu Sırasında Ortaya Çıkan Yanlış Eşleşmeler  

 DNA’nın tamamen kendine benzer bir DNA meydana getirme işlemi olan 

replikasyon,   normal hücre döngüsünün bir parçasıdır. Replikasyon esnasında DNA 

çift zinciri açılır ve iki zincirde kendine komplementer bir zincir sentezlediğinde 

replikasyon tamamlanır. Replikasyon sonrası, ana DNA molekülü ile nukleotid dizisi 

tamamen aynı olan yeni DNA molekülü ortaya çıkar (Şekil 2).  Böylece DNA da 

taşınan genetik bilgi her replikasyon olayı ile korunarak aktarılır. Ancak bu esnada 

yanlış baz eklenmeleri meydana gelebilmektedir (Nussbaum ve ark. 2005, Mazouzi ve 

ark. 2014). Normal şartlarda replikasyon esnasında etkili olan enzimler bu yanılış 

eklemeyi tanıyarak hatalı bölgeyi düzeltir. Çeşitli nedenlerle hatalar 

düzeltilemediğindeyse kalıcı mutasyon meydana gelmiş olur ve bir sonraki 

replikasyonda da hatalı baz kopyalanmasına ve mutasyonun devamlılığına neden olur. 

  Şekil 2. DNA replikasyonu. A normal replikasyon, B hatalı replikasyon. 
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2.3.1.2. DNA’da Var Olan Kararsızlıklar Sonucu Oluşan Hasarlar  

Bazların Deaminasyonu 

Bazlar başlıca pürinler ve primidinler olarak iki gruba ayrılır. Adenin (A) ve 

guanin (G) pürin grubuna dahilken; timin, sitozin ve urasil pirimidinler grubunda yer 

almaktadır. DNA sarmal yapısında adenin ile timin (A=T), guanin ile sitozin (G=C) 

birbiriyle eşlemiş halde bulunur. Urasil (U) ise normal şartlarda DNA yapısında 

bulunmaz (Nussbaum ve ark., 2005).  

Deaminasyon, bazların kimyasal yapısında bulunan bir “amin” grubunun 

hidroliz yoluyla, non-enzimatik olarak, ayrılması olayıdır (Şekil 3). Çift zincirlili 

DNA’da tek zincirli DNA ya oranla daha az deaminasyon meydana gelmektedir 

(Lindhal 1993). 

Adenin, guanin, sitozin ve 5-metilsitozin deaminasyona uğrayan bazlardır. 

Deaminasyon sonrası sırasıyla hipoksantin, ksantine, urasil ve timin bazlarına  

dönüşürler. Ksantin, guanin gibi sitozinle bağ kurabilirken; hipoksantin, adeninden 

farklı olarak, timin yerine guaninle; urasil ise sitozinden farklı olarak, guanin yerine 

adeninle bağ kurar. Tüm bu hatalar replikasyon esnasında yanlış baz eşleşmelerine 

neden olarak nükleotid dizilimini değiştirirler ve mutasyona yol açarak genetik bilgide 

değişiklik meydana getirirler (Akbari 2004). 

 

 

                                 

            Şekil 3. Sitozin deaminasyonu  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly
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Metilasyon 

 Sitozin bazının 5’ucuna DNA-metiltransferaz enzimi aracılığıyla metil 

grubunun eklenmesi işlemidir. Nükleotid dizilerinde sadece guaninden sonra gelen 

sitozini etkiler. 5-metilsitozin ise kendiliğinden deaminasyona uğrayarak timine 

dönüşür ve replikasyon sırasında C=G eşleşmesi yerine T=A eşleşmesine sebep olarak 

nükleotid dizisinde değişikliğe yol açar. Metilsitozinin deaminasyonu, sitozin 

deaminasyonundan daha sıktır (Lindhal 1993, Jakson ve Loeb 2001, Nussbaum ve ark. 

2005). 

 

Depürinasyon ve Depirimidinasyon 

DNA yapısını oluşturan baz ve şeker grubu arasında glikozit bağları bulunur. 

Bu bağların hidroliz yoluyla kopması sonucu baz eksilmesi olayına depürinasyon/ 

depirimidinasyon adı verilir. Şeker grubu ve pürin bazları (A, G) arasındaki glikozit 

bağların yıkımı, şeker grubu ve pirimidin bazları (C, T)  arasındaki glikozit bağlarının 

yıkımından daha yaygındır. Glikozit bağların kopması pürin ve pirimidin bazlarının 

kaybına neden olarak, DNA üzerinde apürinik/apirimidinik (AP) bölgeler meydana 

getirir (Şekil 4). Oluşan bu değişim ise DNA replikasyonu sırasında yanlış eşleşmelere 

ve replikasyonun durmasına sebep olabildiği gibi bu abazik bölgeler DNA kırıklarına 

da zemin hazırlar (Dusinska ve Collins, 2008).  

 

 

      

      Şekil 4.  Adenin depürinasyonu. 

( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly
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2.3.1.3. Oksidatif Hasar  

 Hücresel metabolik olaylar, biyokimyasal reaksiyonlar, fagositik aktivasyon, 

inflamasyon ve çevresel faktörler (UV, IR, kimyasallar) sebebiyle canlı organizmada 

sürekli RNT ile ROT oluşmaktadır.  Süperoksit anyonu (O2
-•), OH radikali, alloksil 

(RO•), peroksil (RO2
•) ROT’tur. Radikal olmamakla birlikte oksidan olan veya 

kolaylıkla oksijen radikallerine dönüşebilen, hidrojen peroksit (H2O2), singlet oksijen 

(1O2) ve ozon (O3) ROT içinde değerlendirilirler (Bont ve Larabeke 2004, Bocci 2009, 

Ohnishi ve ark.  2013). Öte yandan, biyolojik sistemlerde ROT oksidan özelliklerini 

ortadan kaldırmaya yönelik antioksidan sistemler adı verilen savunma mekanizmaları 

bulunur. Fizyolojik koşullarda oksidan oluşumuyla oksidanların etkisizleştirilmesi 

dengelenmiş durumdadır. 

Çeşitli nedenlerle oksidan oluşumuyla, oksidanların etkisizleştirilmesi 

arasındaki denge oksidanlar lehine bozulursa oksidatif stres meydana gelir ve 

oksidanlar biyolojik yapılarda direk ya da dolaylı olarak hasar oluşturup, mutasyon ve 

kansere sebep olabilirler. 

Oksidatif hasara en duyarlı yapılar lipit membranlar olmakla birlikte, biyolojik 

yapıların çoğu özelliklede DNA oksidatif strese bağlı hasar oluşumuna yatkındır. 

Nitekim DNA’da en sık oluşan hasar, oksidatif DNA hasarlarıdır ve oksidanların 

neden olduğu 100’den fazla oksidatif DNA hasarı tanımlanmıştır. Oksidanlar çeşitli 

mekanizmalar aracılığıyla DNA’da tek ve çift zincir kırıklarına, DNA-protein çapraz 

bağlanmalarına, abazik (AP) bölgeler oluşumuna ve DNA yapısında bulunan şeker ve 

bazların modifikasyonlarına neden olabilirler. Oksidanlar, doğrudan bazları okside 

ederek modifikasyona neden olabilecekleri gibi; DNA replikasyonu sırasında yada 

mevcut hasarların onarım aşamasında da baz modifikasyonuna neden olabilmektedir 

(Bashir ve ark. 1993, Poulsen ve ark. 1998, Benigni ve ark. 2013, Dizdaroğlu 2015). 
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Şekil 5. Oksidasyona uğramış bazı DNA yapıları (Bont ve larabeke, 2004). 

 

Guanin bazının, OH radikaliyle modifikasyonu en sık rastlanan baz 

modifikasyonlarındandır (Şekil 5). OH radikalinin DNA’da hasar oluşturabilmesi için 

ya DNA’da ya da DNA’ya yakın bir bölgede bulunması gerekir. Ancak OH radikalinin 

nükleus mebranından kolayca geçip nükleus içine girebilmesi pek mümkün 

olmamakla birlikte; H2O2 nükleus membranından kolaylıkla geçebilmekte ve metal 

iyonlarıyla etkileşime girerek (fenton reaksiyonları) OH radikallerini 

oluşturabilmektedir (Bont ve larabeke, 2004). 

 

H2O2 +Fe+2 = OH• + OH- + Fe+3 (fenton reaksiyonu) 

 

OH radikali, DNA’da bulunan guaninin 4, 5 ve 8. karbonu ile reaksiyona 

girebilmektedir. 8. Karbonuna bağlanmak ve bazı okside etmek suretiyle guanini 8-

hidroksideoguanozin’e (8-OHdG) dönüştürür. Bu değişim normal şartlarda DNA 

onarım mekanizmalarınca algılanır ve bu modifiye baz replikasyon öncesinde 

DNA’dan uzaklaştırılır. Meydana gelen metabolit 8-hidroksideoguanozin (8-OHdG) 

şeklinde dolaşıma verilir. Dolaşımdaki 8-OHdG oksidatif hasarın doğrudan 

göstergesidir. Dokuların oksijen tüketimi ile 8-OHdG bazal düzeyi arasında doğrusal 

bir oran vardır. Organizmada var olan oksidasyonu yansıtır. Ayrıca,  ROT oluşumuna 

neden olan tüm etkenler 8-OHdG oluşumuna da katkıda bulunur. Eğer modifikasyona 

uğrayan baz DNA yapısından uzaklaştırılamazsa replikasyon sonucu G-C eşleşmesi 

yerini A-T eşleşmesine bırakarak kalıcı mutasyon meydana getirir (Yokuş ve Çakır 

2002, Ohnishi ve ark. 2013, Dizdaroğlu 2015 ).  
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2.3.2. Çevresel Nedenlerden Kaynaklanan Hasarlar  

 DNA, UV veya iyonize ışınlara maruz kalırsa ve çevrede bulunan kimyasal 

mutajenlerle reaksiyona girerse, depürinasyon, demetilasyon gibi kendiliğinden 

kimyasal olaylar meydana gelir ve buda mutasyonlara neden olur. Genellikle 

düzeltilebilen replikasyon bağımlı DNA değişikliklerinin tersine, fiziksel veya 

kimyasal ajanlardan kaynaklanan nükleotid değişiklikleri sıklıkla kalıcı mutasyonlara 

dönüşür (Nussbaum ve ark., 2005). 

 Ultraviyole (UV) ışını DNA’da doğrudan ya da dolaylı yollarla hasar 

oluşumuna neden olur. Fotokimyasal reaksiyon sonucu, doğrudan oluşan hasarlarda, 

baza ulaşan ışının dalga boyu ve bazın absorbans derecesi önemlidir. UV’nin DNA’da 

oluşturduğu spesifik doğrudan hasar, bitişik yada karşılıklı konumda bulunan primidin 

bazlarının (C ve T) aralarında kovalent bağlarla bağlanmalarına neden olarak primidin 

dimerleri veya komşu iki pirimidin bazının 6 ve 4. karbonları arasında kovalent bağ 

oluşmasına yol açarak 6-4 fotoürünü (64PPs) olarak adlandırılan yapıyı meydana 

getirmesidir. En sık T-C dimerleri,  nadir olarak da C-C veya T-T dimerleri oluşur. Bu 

bağlanmalar, replikasyon ve transkripsiyonu bloke eden,  DNA’da kıvrılma ve dirsek 

yapıların oluşum nedenidir. UV ayrıca, hücreler aracılığıyla ROT oluşumunu 

tetikleyerek de dolaylı olarak oksidatif DNA hasarına yol açabilmektedir (Ikehata ve 

Ono, 2011).  

İyonize radyasyon (IR), doğada bulunan radyoaktif maddelerin ışıması sonucu 

oluşur. Canlı dokulardaki molekül ve atomlardan elektron kopararak değişiklik 

meydana getirebilen yüksek enerjili ışınlardır. DNA’da çapraz bağlanmalara, çift 

zincir kırıklarına, pürin ve primidin bazlarının oksidasyonuna ve DNA’da abazik 

bölgeler (AP) oluşumuna neden olurken, OH radikali oluşumunu tetikleyerek oksidatif 

DNA hasarı da oluşturabilmektedir (Sutherland ve ark. 2000, Bellon ve ark. 2002). 

Kimyasal ajanların oluşturduğu DNA hasarları bir birinden farklı özelliktedir 

ve DNA’da hasara yol açan birçok kimyasal ajan bulunmaktadır. Örneğin Peroksitler, 

DNA’da tek zincir kırıkları ve baz modifikasyonları oluştururken; psoralenler DNA 

çift zinciri arasında çapraz bağlanmalar meydana getirir; alkilleyiciler ise, DNA çapraz 

bağlanmalarına, DNA kırıklarına ve da DNA üzerinde abazik bölgeler oluşumuna 

neden olabilirler (Szabo ve Ohshima 1997, Drablos ve ark. 2004, Mouw ve D’Andrea 

2014). 
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2.4. DNA Onarımı ve Önemi 

 Gün içinde DNA’da sayıları on binleri bulabilen, hem hücresel olaylardan hem 

de çevresel etkenlerden kaynaklanan hasarlar oluşmaktadır. DNA’da oluşan hasarlar 

genetik bilginin nesilden nesle aktarımında eksiklik ya da hata oluşturabileceği gibi, 

yaşamsal faaliyetlerin devamlılığının sağlanması ve düzenlenmesinde aksaklıklar veya 

organizmanın ölümüne neden olacak ciddi sonuçlar meydana getirebilir. Bu nedenle 

DNA’da oluşan hasarların düzeltilmesi, hasar düzeltilemiyorsa mutasyon birikiminin 

önlenmesi amacıyla hücrelerin programlanmış ölümlerinin gerçekleşmesi 

gerekmektedir (Tak ve ark., 2000). 

 Canlı organizmalar, fizyolojik şartlarda oldukça fonksiyonel olan, hem 

organizma için tehdit oluşturan hücrelerin yok edilmesine hem de DNA hasarlarının 

düzeltilmesine yönelik çeşitli mekanizmalara sahiptir. 

Hasarlı DNA’nın onarımı doğrudan onarım, baz eksizyon onarımı, nükleotid 

eksizyon onarımı, çift zincir kırıklarının onarımı ve zincirler arası çapraz bağların 

onarımı şeklinde gerçekleşmekle birlikte, replikasyon hatalarının onarımını da 

kapsamaktadır (Sancar ve ark. 2004, Hakem 2008).  

DNA onarım mekanizmaları, bir birinden farklı hataları tanıma özelliklerine 

sahiptir ve birçok enzim ile proteinin işin içinde olduğu oldukça karmaşık süreçlerdir. 

Onarım mekanizmaları tek başlarına etkili olabildikleri gibi, kompleks hasarlarda 

farklı onarım şekilleri birlikte etki de edebilmektedir. 

 

2.4.1. Hasarın Doğrudan Onarımı 

DNA hasarının doğrudan onarımı temel olarak iki şekilde gerçekleşir. UV 

kaynaklı pirimidin dimerlerinin DNA fotoliyaz enzimi aracılığıyla onarımı ki bu 

insanlarda olmayan bir yoldur. Diğeri ise alkilleyici kimyasalların neden olduğu 6- 

metilguaninin, metilguanin DNA metiltransferaz enzimi aracılığıyla onarımıdır. Hatalı 

bazda bulunan metil grubu enzim yapısında bulunan sistein grubuna aktarılır. Enzim 

inaktif hale gelirken, bazın onarımı tamamlanmış olur (Sancar ve ark., 2004).  
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2.4.2. Baz Eksizyon Onarım Mekanizması (BER) 

 Hatalı bazın DNA yapısından kesilip çıkartılarak uzaklaştırılması işlemidir. 

Hatalı baza özgün DNA-glikozilaz enzimleri aracılığıyla gerçekleştirilir. DNA tek 

zincir kırıklarının onarımı, primidin dimerleri, metilasyon sonucu oluşan 5-

metilsitozin; oksidatif baz modifikasyonu sonucu oluşan 8-HOdG ve diğer okside 

bazlar, deaminasyon sonucu oluşan urasil ve diğer deamine bazlar ile bunlarla hatalı 

şekilde eşleşmiş bazların DNA yapısından uzaklaştırılmasında etkilidir. Replikasyon 

öncesi hatalar düzeltilmediği takdirde, hasar kalıcı hale gelir (Sancar ve ark. 2004, 

Hakem 2008, Dizdaroğlu 2015). Hatalı baza özgün DNA-glikozilaz enzimi baz ile 

şeker-fosfat grubu arasındaki glikozid bağı hidrolize eder ve abazik bölgeler oluşturur. 

Geriye kalan deoksiriboz 5’-AP endonükleaz ile uzaklaştırılır ve oluşan boşluğa uygun 

nükleotid DNA polimeraz enzimi ile eklenir. DNA ligaz ile kesik uçlar birleştirilerek 

hata düzeltilir. Bu mekanizmanın kısa yolağıdır ve tek bir nükleotidin düzeltilmesini 

sağlar. Çeşitli polimeraz tiplerinin, farklı ligazların, replikasyon faktörlerinin ve 

glikozilazların işin içinde olduğu daha komplike bir yolak daha vardır. Bu yolaksa 2 

ile 13 nükleotidlik hatalı bölgelerin düzeltilmesine olanak sağlamaktadır (Sancar ve 

ark. 2004, Hakem 2008, Dizdaroğlu 2015). 

 

2.4.3. Nükleotid Eksizyon Onarım Mekanizması (NER) 

 DNA’da oluşan ve daha geniş alanı kapsayan hasarların düzeltildiği onarım 

mekanizmasıdır. Pirimidin dimerleri, oksidatif hasar sonucu oluşan 8-OHdG’ni, yanlış 

eşleşmiş bazların ve büyük kimyasal hasarların onarımında etkindir. Hasarlı bölgenin 

öncesinden ve sonrasından atılan çentiklerle çıkartılan oligonükleotid (yaklaşık 24-32 

nükleotid) parçasının içinde hatalı bölge uzaklaştırılır. Oluşan boş alan, sağlam 

zincirdeki dizilişe göre,  DNA polimerazla yeniden sentezlenir, DNA ligaz yardımıyla 

bölge birleştirilir (Sancar ve ark., 2004). 

 Hasarlı bölgenin tanınmasıyla başlayıp; hasarın yer aldığı bölgede çift zincir 

yapısının açılıp, hasarlı bölgenin düzeltilmesine kadar ki işleyiş esnasında 30 dan fazla 

farklı proteinin görev aldığı tahmin edilmektedir (Sancar ve ark. 2004, Dizdaroğlu 

2015). 
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2.4.4. Çift Zincir Kırıklarının Onarımı 

DNA’da oluşan çift zincir kırıklarına, ROT, iyonize radyasyon ve ROT 

meydana getiren kimyasallar neden olmaktadır. Çift zincir kırıkları, kromozom 

anomalilerine neden olabilecek ya da hücreyi ölüme sürükleyecek derecede ciddi 

sonuçlar meydana getirebilmektedir. Çift zincir kırıkları ya homolog rekombinasyonla 

(HR) ya da kırık uçların homolog olmayan bağlanması (NHEJ) yoluyla onarılır. Hangi 

yoldan hasarın giderileceği ise hücre döngüsünün hangi evresinde olunduğuna bağlıdır 

(Christmann ve ark. 2003, Dudas ve Chovanec 2004, Matos ve West 2014).  

Homolog rekombinasyon, kırık uçların uygun şekilde kesimiyle başlar (Şekil 

6A). Daha sonra zincirler homolog olduğu kalıp bölgeye invaze olurlar. Zincirler 

kalıba uygun şekilde sentezlenip ilerler ve geçici bağlantı şekli oluştururlar. Homolog 

kalıba göre kırık uçların nükleotid dizisi tamamlandıktan sonra geçici bağlantılar DNA 

nükleazlar yardımıyla ayrılır ve kırık zincir bölgeleri düzeltilmiş olur (Christmann ve 

ark. 2003, Dudas ve Chovanec 2004, Matos ve West 2014).  

 

 

 

         Şekil 6. DNA çift zincir kırıklarının homolog rekombinasyonu. A; kırık uçların 

homolog olmayan birleştirilmesi B (Christmann ve ark. 2003). 
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Kırık uçların homolog olmayan bağlanmasında ise, iki kırık ucun 

bağlanmasında homolog bir kalıba ihtiyaç yoktur. Birleştirme işlemi hasarlı DNA’da 

ki iki kırık ucun tanınması ve bu terminal bölgelere Ku70/Ku80 heterodimer 

kompleksinin bağlanmasıyla başlar (Şekil 6B). Bağlanma aşamasından sonra, 

kompleksin katalitik alt ünitesi (DNA-PKcs) DNA bağımlı protein kinazı (DNA-PK) 

aktive ederek bölgeye hasar onarımında etkili olacak proteinlerin gelmesini sağlar. 

Kırık uçların birleştirilmesi tamamlanınca, aynı katalitik alt ünite değişime uğrar ve 

DNA-PK’yı defosforile ederek inaktif hale getirir (Christmann ve ark. 2003, Dudas ve 

Chovanec 2004, Matos ve West 2014).  

 

2.4.5. Çapraz Bağların Onarımı 

 Çapraz bağlar, DNA tek ipliğindeki nükleotidler arasında ya da karşıt iki 

zincirdeki nükleotidler arasında veya nükleotidle protein arasında oluşan kovalent 

bağlanmalardır. DNA nükleotid yapısında modifikasyona ya da hasara neden olan 

çeşitli kimyasallar, kemoterapötik ilaçlar ve hücresel olaylar sonucu oluşan çeşitli 

ajanlar çapraz bağların oluşum nedenleridir. Çapraz bağlar, mutasyondan ziyade 

kromozomların yapısında değişime sebep olmaktadır. Replikasyonun veya 

transkripsiyonun durmasına ya da hücre ölümüne neden olabilirler (Sancar ve ark. 

2004, Noll ve ark. 2006).  

 DNA’da oluşan çapraz bağların onarımında, tek bir onarım mekanizması 

yeterli olamamakta, diğer onarım mekanizmalarının birlikteliğini gerektirmektedir. 

Oluşan çapraz bağın oluşum nedeni ve şekline göre onarımının da değişiklik 

göstermesinden dolayı genellenebilir bir süreci kapsamamaktadır. Bununla birlikte 

çoğunlukla nükleotid eksizyon onarım mekanizması ile çift zincir kırıklarının 

onarımında etkili olan homolog rekombinasyonun birlikte işleyişi söz konusudur (Noll 

ve ark., 2006). 

 

2.4.6. Replikasyon Hatalarının Onarımı 

DNA replikasyonu esnasında, doğru nükleotid eklenmesini sağlayan DNA 

polimeraz enziminin, hatalı eklediği nükleotidi tanıyıp düzeltme özelliği de vardır. 

Ancak bu şekilde bile replikasyon kusursuz gerçekleşmemektedir. DNA polimerazın 

hata okumasından kaçan yanlış eşleşmeler, yanlış eşleşme onarım mekanizması ile 
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düzeltilir. Bu mekanizma ile replikasyonun doğruluğu yaklaşık 103 kez artırılmış olur 

(Jakson ve Loeb 2001, Fijalkowska ve ark. 2012). 

 DNA replikasyonu esnasında, kalıp olan zincir geçici olarak dam-metilaz  

enzimince metillenir. Bu zinciri baz alarak sentezlenen yeni zincir ise gecikmeli olarak 

metillenir. Bu esnada yanlış eşleme meydana gelmişse hata fark edilir ve bu bölge 

çeşitli enzimler yarımıyla çıkartılıp, oluşan boşluk doldurulup kapatılır. Bu onarım 

mekanizması BER ya da NER gibi daha önceden oluşmuş hataları değil, yeni oluşmuş 

hatayı düzeltmeye yöneliktir. Bu mekanizma ayrıca programlı hücre ölümüyle de 

ilişkilidir (Stojic ve ark., 2004). 
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2.5. DNA Hasarı Tespit Yöntemleri 

DNA’nın nükleotid dizilerindeki veya düzenlenmesindeki kalıcı değişikliklere 

mutasyon; DNA’da ve kromozomlarda oluşan tüm hasarlara ise genel bir ifadeyle 

genotoksisite denilmektedir. Mutasyona neden olan mutajenlerin tümü genotoksik 

etkiye de sahiptir, ancak genotoksik ajanlar mutajenik karakter taşımayabilmektedir. 

Öte yandan mutajenler ve genotoksik ajanlar kansorojenik özellikte 

gösterebilmektedir (Benigni ve ark., 2013). Nitekim kaynağı ne olursa olsun DNA’da 

meydana gelen hasarların artmış kanser riskini de beraberinde getirebildiği 

bilinmektedir. Bu nedenle DNA hasarının saptanması, kanser riskinin 

değerlendirilmesinde ve kronik hastalıklarla birlikte diğer faktörlerin neden olduğu 

DNA hasarlarına yanıtlardaki değişiklerin anlaşılmasında önem taşımaktadır (Collins 

ve ark., 2014). 

Günümüze kadar birçok genotoksisite testleri geliştirilmiştir ve bu testlerden:  

- Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanların genotoksik etkilerini belirlemede, 

- Yeni ilaçları ve kozmetik ürünlerini test etmede, 

- DNA hasarı ile hastalıklar arasındaki olası ilişkinin aydınlatılmasında, 

- Kansere duyarlılığın ve takibinin yapılmasında biyolojik izleme olarak 

yararlanılmaktadır (Valverde ve Rojas 2009, Azqueta ve Collins 2013). 

Genotoksisite testleriyle kromozomlarda meydana gelen yapısal ve sayısal 

değişiklikler, gen düzeyinde oluşan değişiklikler, çift zincir kırıkları, tek zincir 

kırıkları oksidatif hasar gibi DNA hasarları tespit edilebilmektedir. Ancak bu güne 

kadar geliştirilmiş genotoksisite testleri, DNA’daki tüm hasarları saptamada tek başına 

yeterli değildir. Bu nedenle farklı testler birbirlerinin tamamlayıcısı ya da birbirlerine 

entegre edilerek kullanılabilmektedir (Glei ve ark. 2007, Hovhannisyan 2010).  

Komet yöntemi (SCGE) ve mikro çekirdek testi (MN)  en yaygın kullanılan 

genotoksik etkileri inceleme testleri olmakla birlikte; klasik sitogenetik testler olan 

kromozom aberasyon testi (CA) ve floresan in-situ hibridizasyon (FISH) yöntemi de 

kromozom hasarlarını belirlemede kullanılan genotoksisite testlerindendir 

(Hovhannisyan 2010).  

Bu testlerin birbirlerine göre avantajlı ya da dezavantajlı oldukları yönleri ve 

ya sınırlayıcı özellikleri bulunmaktadır. Örneğin MN ve CA testleri hücrelerin hücre 

siklusunun belirli bir aşamasında bulunmalarını zorunlu kılarken ve kromozom 
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düzeyindeki hasarları saptamaya elverişliyken; komet yönteminde hücrelerin, hücre 

siklusunun belirli bir evresinde bulunması gerekmemektedir ve DNA’da oluşan zincir 

kırıklarının (tek-çift) sıklığı hakkında bilgi vermektedir. FISH yöntemi ise sadece gen 

düzeyindeki hasarları aydınlatıcıdır. FISH, araştırılmak istenen bölgeye özgün bir 

probun  (floresan boya işaretli nükleotid dizisi), denatüre edilmiş DNA’nın tek 

zincirindeki hedef bölgeyle hibrid oluşturması sonucu ilgili bölgenin görüntülenmesi 

yöntemidir. Farklı renkler oluşturan problar yardımıyla aynı anda pek çok bölgenin 

analizini yapmak mümkündür. İnterfaz veya metafazdaki hücrelerin kromozom 

anomalilerinin (mikrodelesyon) ve spesifik nükleotid dizilerinin (gen mutasyonları) 

araştırılmasına imkan vermektedir. Kemik iliği, lenfosit, fibroblast, sperm gibi çok 

farklı hücrelerde ve dokularda güvenilir şekilde uygulanabilmektedir. Ancak diğer 

kromozom analizlerden farklı olarak sayısal ve yapısal (translokasyon, delesyon, 

duplikasyon ve inversiyon) anomalilerin tespitine olanak vermemektedir (Eid ve 

Temtamy, 2013). 

Mikro çekirdek (MN) testi, kromozom düzeyindeki DNA hasarlarının 

tespitinde kullanılan bir tarama testidir. Tam kromozom kayıplarının ve kromozom 

kırıklarının saptanmasına olanak verir. Kromozomların yapısal ve sayısal 

anormalliklerinin detaylı analizini mümkün kılmamakta,  dolaylı olarak MN’ye neden 

olan çekirdek kromatin kaybını göstermektedir. Yöntem, hücre bölünmesi sırasında 

sitokinezin durdurulmasına bağlı olarak, hücre siklusu sonunda çift çekirdekli 

(binükleat) görünen hücreler arasında, MN bulunduran hücreleri tespit etmeye 

yöneliktir. MN olarak adlandırılan yapılar, DNA kırıklarından ya da replikasyon 

hatalarından kaynaklanabilir. Bir veya birkaç kromozom parçaları ya da bütün bir 

kromozom MN görüntüsü verebilir. Bu yapılar çekirdek bölünmesinden sonra kardeş 

binükleata dahil olmazlar sitoplazmada ayrı olarak kalırlar veya nükleer bağlantılar ya 

da nükleer çıkıntılar olarak gözlemlenebilirler (Fenech 2007, Fenech ve Bonassi 2011, 

Eid ve Temtamy 2013, Speit 2013, Nersesyana ve ark. 2016). 

Alkali komet yöntemi, DNA’da oluşan tek zincir kırıkları ile DNA’da ki abazik 

bölgeler gibi kararsız alkali bölgelerin tespit edilmesine olanak veren oldukça duyarlı, 

hızlı, çok yönlü, maliyeti düşük; genotoksisitenin belirlenmesinde ve biyolojik izleme 

olarak yaygın kullanılan, güvenilirliği yüksek DNA hasarı tespit yöntemidir (Collins 

2004, Azqueta ve Collins 2013). 
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Nükleusu olan hemen hemen tüm tip hücrelerin tek tek analizinin yapılmasını 

mümkün kılması, hücrelerin hücre siklusunun belirli bir aşamasında olmasını 

gerektirmemesi, birkaç saat içinde sonuç vermesi DNA’da oluşan hasarı saptamada 

yüksek duyarlılığa sahip oluşu, yöntemde yapılan bazı modifikasyonlarla baz 

hasarlarının ve DNA onarım kapasitesinin saptanabilmesine imkan vermesi, elde 

edilen sonuçların kabul edilebilirliğinin yüksek oluşu gibi nedenler yöntemin 

avantajlarıdır. Yöntemin uygulanması sırasında olası değişikliklere (ışık, sıcaklık vb.) 

bağlı oluşan DNA hasarlarına da duyarlı oluşu; DNA’da meydana gelen aslında geçici 

olabilecek hasarları da saptanması; DNA’da çapraz bağların olması durumunda 

kuyruğa göç eden DNA miktarında azalma olması gibi faktörler ise yöntemin 

eksileridir (Dusinska ve Collins 2008, Azqueta ve Collins 2013, Collins ve ark. 2014). 

Alkali komet yöntemi, ince agaroz kaplı lam üzerine hücrelerin gömülmesi 

sonrası hücre membranı ve histonlar gibi yapıların lizizle uzaklaştırılması ardından 

DNA’nın yüksek alkali inkübasyonu ve elektroforezi sonucu hücrelerin floresan 

boyamayla görünür hale getirilmesine dayanmaktadır.  Floresan boyama sonrası,  

DNA’da ki hasarın şiddetine göre, kırık bölgelerin göçü nedeniyle hücrelerde kuyruk 

oluşumu ortaya çıkar ve hücre kuyruklu yıldıza benzer bir görünüm alır. DNA’nın 

sağlam kısmı ise kuyruğa göç etmeyerek baş bölgesinde kalır. Elde edilen görüntülerin 

görsel veya bilgisayar programıyla analizi ise hücre bazında DNA kırıkları ve kararsız 

alkali bölgelerin sıklığı hakkında bilgi verir. Görsel analiz için her örnekten 100 hücre 

sayılır ve sayım aşamasında hücreler baş ve kuyruk görünümüne göre 0-4 arasında 

derecelendirilir. 0: Hiç yürümenin olmadığı, kuyruk oluşumu gözlenmeyen ve 

muntazam çekirdekli hücreyi yansıtırken; 4: Oldukça küçük başlı ve uzun kuyruklu 

bir hücreyi ve 4. dereceden yürümenin gözlendiğini ifade eder. 0 ile 4. derece yürüme 

arasında kalan kuyruk uzunlukları ve baş görünümleri, 1-2-3 olarak derecelendirilir 

(Şekil 7). Sayım işlemi bittikten sonra her örnek için aşağıdaki formülde belirtilen 

şekilde total arbitrary unit (AUT) hesaplanır ve 0-400 (hepsi sağlam- hepsi zarar 

görmüş) arası bir değer elde edilir. Elde edilen AUT değeri örnekteki DNA zincir 

kırıklarının ve alkali kararsız bölgelerin toplam miktarını yansıtır (Collins ve ark. 

1995, Collins 2004, Valencia ve ark. 2011). 
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AUT = N0 X 0 + N1 X 1 + N2 X 2 + N3 X 3 + N4 X 4 

 

(N0: 0 puan alan hücrelerin sayısı; N1: 1 puan alan hücrelerin sayısı; N2: 2 puan alan 

hücrelerin sayısı; N3: 3 puan alan hücrelerin sayısı; N4: 4 puan alan hücrelerin sayısı) 

 

 

     

             Şekil 7. 50 µl H2O2 ile muamele edilmiş mononükleer hücrelerin alkali komet 

yöntemi jel görüntüsü. A: 0 derece yürüme olan hücre; B: 1. derece yürüme olan hücre; 

C: 2. derece yürüme olan hücre; D: 3. derece yürüme olan hücre; E: 4. derece yürüme 

olan hücre. 

 

Bilgisayar programları yardımıyla yapılan analizler ise görsel analize nazaran 

oldukça zaman alıcı bir analiz yöntemi olmakla birlikte, görsel analize kıyasla daha 

objektif veriler elde edilmesine ve oldukça farklı parametrelerin ölçümüne olanak 

vermektedir. Analiz floresan boyama sonrası elde edilen görüntülerin fotoğraflarının 

programa aktarımıyla başlar. Ardından hücreler kullanılan programa göre ya tek tek 

manuel olarak işaretlenir ya da program hücreleri otomatik seçer ve işaretler. Hücre 

başlangıcından sonuna kadar varsa kuyruğun bittiği alanı da kapsayacak şekilde 

işaretlenir ve hücrenin baş kısmı belirlenir. Bu işlemlerden sonra program işaretli alan 

içindeki piksel yoğunluğuna göre kuyruğu oluşturan DNA yüzdesi (%DNAt), kuyruk 
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momenti ve kuyruk uzunluğu gibi çeşitli parametreleri ölçer. Ölçülen parametrelerden 

%DNAt zincir kırıklarının ve alkali bölgelerin sıklığını yansıtır. DNA’daki kırık ve 

alkali bölge ne kadar fazlaysa floresan yoğunluk baş yerine kuyruk bölgesinde olur. 

%DNAt doz yanıt ilişkisini yansıtma bakımından diğer parametrelerden üstündür 

(Glei ve ark. 2007, Dusinska ve Collins 2008, Azqueta ve Collins 2013, Collins ve ark. 

2014, Gyori ve ark. 2014). 

RA’ya sebep olan etiyolojik ajan tanımlanamadığı gibi hastalığın patogenezi 

de tam olarak ortaya konulamamıştır. Mevcut tedavilerse hastalığın seyrini 

yavaşlatmakta yetersiz kalabilmekte veya tedaviden beklenen sonuçları elde etmek her 

hasta için mümkün olamamaktadır. Bu durum hastalıktan muzdarip bireyleri farklı 

arayışlara sevk edebilmektedir. Oldukça popüler olan ozon terapisi, etkinliği ve 

güvenirliği kanıtlanmış bir yöntem olmamasına rağmen, RA’lı hastalarında dahil 

olduğu, oldukça çeşitli hasta gruplarına tedavi ya da tedaviye destek amacıyla 

uygulanmaktadır. Ozon yüksek oksitleme gücüne sahip bir oksidandır ve ozon 

terapisinin temeli ozonun bu özelliğine dayandırılmaktadır. Ancak ozonun güçlü bir 

oksidan olduğu ve oluşturduğu lipit peroksidasyon ürünleri ile hidrojen peroksitin 

DNA hasarına yol açabileceği göz ardı edilmemelidir. Öte yandan RA’lı hastalarda 

oksidatif stresin ve oksidatif stres kaynaklı DNA hasarının artabildiği, hastaların 

antioksidan düzeylerinin azalabildiği ve hastalığın kanser riskinde artışa neden 

olabildiği bilinmektedir. Tüm bunlar göz önünde bulundurulduğunda RA’lı hastalara 

ozon terapisi uygulanması, umulanın aksine, olumsuz sonuçlar doğurabilir. 

Planlanan bu çalışmanın amacı RA’lı hastalarda oksidatif DNA hasarını ve 

hastalardan alınan kan örneklerine ozon uygulanmasının DNA hasarına neden olup 

olmadığını incelemeye yöneliktir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. GEREÇLER  

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

8-OHdG ELISA Kiti Bioassay Technology Loboratory Kit (Cat.No E1436Hu ) 

Sodyum sitrat                         (Medipac) 

SYBR-Gold nükleik asit jel boyası                                              (İnvitrogen, S11494) 

Tripan mavisi                                      ( İnvitrogen, 15250) 

Ficoll                                                                                  (Ge Healthcare, 17-5442-02) 

DMSO                       (Merck, 1.16743.1000) 

EDTA                                                                                                      (Sigma, E5134) 

Ultra saf tris                           (İnvitrogen, 15504-020-T) 

NaOH                      (Merck, 106498) 

NaCl                      (Applichem, A2942) 

N-Lauryl sarcosine sodyum tuzu                                                          (Merck, 814715) 

PBS                                                                                                         (Sigma, d5652) 

HCl                          (Merck, 1.00314.2500) 

H2O2                                (Merck, 108600) 

Ethanol                    (Merck, M100983.2511) 

LMA                        (İnvitrogen, 16520050) 

NMA                              (İnvitrogen) 

Triton X-100                            (Sigma, 9002-93-1) 

TE-buffer                        (Fluka, 93283) 

3.1.2. Kullanılan Araç ve Gereçler  

Yatay elektroforez tankı                                             (Thermo scintific owl, easy cast)                                 

Güç kaynağı                      (Thermo scintific owl, OSP300-2Q)                                                           

Soğutmalı santrifüj                                                                 (Hettich Universal 320R) 

Normal santrifüj                          (Nüve) 

Floresan mikroskobu                (Zeiss Axioskop) 

Işık mikroskobu   (Zeiss) 

Yazılım                                                      (Komet 5, Kinetic Imaging Ltd, 

Liverpool, UK / Comet Score 15, Tritek 

Corp., ABD)  
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Absorbance microplate okuyucu                                                                  (ELx808IU) 

Microplate strip washer              (ELx50) 

Dijital hassas terazi         (Sartorius) 

Manyetik karıştırıcı                                                                                            (Isıtıcılı) 

Manyetik balık                  (Büyük, küçük, orta boy) 

Vorteks  

Distile su cihazı  

Deiyonize su cihazı                                                                                        (Sartorius) 

Ozon jeneratörü                    (Turkozone  Blue) 

Su banyosu  

Buzdolabı                                                                                                            (+4 0C) 

Derin dondurucu          (-20 0C) 

Derin dondurucu                                                                                                 (-40 0C) 

Eppendorf tüpleri                                                                                                   (2 ml) 

Falcon Tüpü                                                                                                         (15 ml) 

Vakumlu jelli tüp                                                                      [BD vacuteiner (8,5 ml)] 

Lökosept tüpü                                                                                                       (14 ml) 

Latex free enjektör                                                                                               (20 ml) 

Plastik pastör pipet             (3 ml) 

Ayarlanabilir mikropipetler         

[Ependorf, Thermo (0-10µl; 20-200μl; 

100-1000µl)] 

Pipet Uçları                                                    

[Capp (0,1-10µl; 20-200μl; 100-

1000µl)] 

Lamel                                                                                                        (24x50-20x20) 

Buzlu, rodajlı lam                                                                                              (Lamtek) 

Hemositometre                                                                                                (İsotherm) 

Lam saklama kutusu    (İsolab) 

Beherler                                                                         [İsolab (1000, 800, 500 ml’lik)] 

Mezur                                                                  [İsola (1000, 500, 250, 50, 25 ml’lik)] 

Erlen                                                                 [İsolab (1000, 500, 250,100, 50 ml’lik)] 

Dikey cam şaleler                                                                                                (İsolab) 

Nitril eldiven  
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3.1.3. Kullanılan Çözeltiler 

3.1.3.1. Fosfat Tampon Çözeltisi 

Sigma d5652 markalı Ca+2 ve Mg+2 içermeyen kimyasaldan 4,8 g 500 ml d-

H2O içerisinde çözülerek hazırlandı. Hazırlanan çözelti +4 0C’de muhafaza edildi. 

Haftalık olarak hazırlandı. 

 

3.1.3.2. Lizing Çözeltisi  

2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 200 mM NaOH ve 750 ml d-H2O 

ile hazırlanan karışıma %1 sodyum lauril sarkosin ilave edildi. Kimyasalların 

manyetik karıştırıcı yardımıyla çözülmeleri sağlandıktan sonra stok liziz çözeltinin 

pH’sı 10’a ayarlandı, hacmi 890 ml’ye tamamlandı. Hazırlanan stok çözelti oda 

sıcaklığında saklandı. İki haftada bir tazelendi. Kullanılacağı zaman %1 Triton-X 100 

ve %10 DMSO ilave edilerek soğuk olarak kullanıldı. 

 

3.1.3.3. Elektroforez Çözeltisi 

10 mM stok NaOH 

40 g NaOH ve 100 ml d-H2O ile hazırlandı. Hazırlanan stok +4 0C’de muhafaza 

edildi. Stok haftalık olarak hazırlandı. 

200 mM Stok EDTA 

3,7 g EDTA ve 50 ml d-H2O ile hazırlandı. Hazırlanan stok +4 0C’de muhafaza 

edildi. İki haftada bir stok yenilendi. 

Elektroforez çözeltisi kullanılacağı gün taze olarak hazırlandı ve soğuk olarak 

kullanıldı. 1500 ml elektroforez çözeltisi 7,5 ml EDTA stok çözeltisi, 45 ml NaOH 

stok çözeltisi ve 1447,5 ml d-H2O ile hazırlandı. Çözeltinin pH’sı 13,1’den büyük 

olacak şekilde ayarlandı. 

 

3.1.3.4. Nötralizasyon Çözeltisi 

48,456 g tris ve 1000 ml d-H2O ile hazırlanan 0,4 M nötrallizasyon çözeltisinin 

pH’sı HCl ile 7,5’e ayarlandı. Çözelti oda sıcaklığında saklandı ve oda sıcaklığında 

kullanıldı. İki haftada bir yeni çözelti hazırlandı.  
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3.1.3.5. SYBR-Gold Çözeltisi 

        İnvitrogen S11494 markalı kimyasalın stok çözeltisinin 1 µl’si 10 ml TE-buffer 

ile seyreltilerek ara stok hazırlandı. Ara stok çözeltisi +4 0C’de muhafaza edildi. Oda 

sıcaklığında kullanıldı.  

 

3.1.3.6. Düşük Erime Noktalı Agar ( LMA) 

375 mg LMA 50 ml PBS içinde mikrodalga fırın yardımıyla tamamen 

çözdürülerek hazırlandı. %1’lik agar sıcakken ependorf tüplere paylaştırıldı ve +4 

0C’de muhafaza edildi. 

 

3.1.3.7. Normal Erime Noktalı Agar (NMA) 

500 mg NMA 50 ml d-H2O içinde mikrodalga fırın yardımıyla tamamen 

çözdürülerek hazırlandı. %1,25’lik agar sıcak olarak, methanolden geçirilmiş rodajlı 

lamların kaplanmasında kullanıldı. 
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3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Çalışma Gruplarının Belirlenmesi 

Bu tez, Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi (ÇOMU) Klinik Araştırmalar 

Etik Kurulu Başkanlığının 05.08.2015 tarih ve 13-24 sayılı kararı ve izni ile 

yürütülmüş; TYL-2015-706 numaralı kod ile Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Bilimsel Araştırma Projesi kapsamında desteklenmiştir. 

Çalışma, Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Fizik 

Tedavi ve Rehabilitasyon Polikliniğince takibi yapılan RA tanılı gönüllü 32 hasta ile 

yaş ve cinsiyet bakımından RA grubuyla eşleştirilmiş sağlıklı gönüllü 31 kişi ile 

yapıldı.   

Gönüllüler öncelikle çalışma hakkında bilgilendirildi. Gönüllü olarak bu 

çalışmaya katılmayı kabul edenlere bilgilendirilmiş gönüllü olur formu imzalatıldı.   

Oluru alınan tüm gönüllüler için demografik veriler, yaşam şekilleri, mevcut sistemik 

hastalıklar ile RA’lı hastaların kullandığı tedavi ve eklem muayene bulgularını içeren 

gönüllü veri formu dolduruldu. Form doldurma işleminin ardından deneysel amaçlı 

analizler için kan örnekleri alındı. 

 

3.2.1.1. Çalışmaya Dahil Edilme Kriterleri  

Hasta grubuna dahil edilme kriterleri 

- RA tanısı almış olmak 

- RA dışında, başka herhangi bir otoimmün hastalığın bulunmaması.  

- Sistemik inflamatuar hastalığın olmaması. 

- Herhangi bir kanser tanısı almış olmamak. 

- Çalışmaya gönüllü olarak katılıp kan örneği vereceğine dair onay belgesini 

imzalamış olmak. 

Kontrol grubuna dahil edilme kriterleri 

- Herhangi bir otoimmün hastalığın olmaması 

- Sistemik inflamatuar hastalığın olmaması. 

- Herhangi bir kanser tanısı almış olmamak. 

- Çalışmaya gönüllü olarak katılıp kan örneği vereceğine dair onay belgesini 

imzalamış olmak. 
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3.2.1.2. Çalışmaya Dahil Edilmeme Kriterleri  

Hasta grubuna dahil edilmeme kriterleri 

- RA ile birlikte başka herhangi bir otoimmün hastalığın bulunması.  

- Sistemik inflamatuar hastalığın olması. 

- Herhangi bir kanser tanısı almış olmak. 

Kontrol grubuna dahil edilmeme kriterleri 

- Herhangi bir otoimmün hastalığın bulunması.  

- Sistemik inflamatuar hastalığın olması. 

- Herhangi bir kanser tanısı almış olmak. 

 

3.2.1.3. Çalışmadan Çıkartılma Kriterleri 

Çalışmaya katılmayı başlangıçta kabul etmesine rağmen, kan alımı, olur 

belgesinin imzalanması veya form doldurma aşamalarının herhangi birinde çalışmaya 

katılmaktan vazgeçenler ile kan örnekleri alındıktan sonra araştırmaya devam etmek 

istemeyenler çalışmadan çıkartılmıştır. 

 

3.2.1.4. Hastalık Aktivitesinin Belirlenmesi 

Çalışmaya katılan RA’lı hastaların hastalık aktiviteleri Hastalık Aktivite 

İndeksi [Disease Activity Score (DAS28)] ile belirlendi. DAS28 değerinin 

hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı. Hesaplama için gerekli olan hastaların 

şiş ve hassas eklem sayıları uzman doktor tarafından yapılan muayeneyle belirlendi ve 

hastaların aynı dönemde bakılmış CRP (C-reaktif protein) değerleri sistemden elde 

edildi. 

 

DAS28-CRP = (0,56.√Hassas eklem sayısı) + (0,28.√Şiş eklem sayısı) + [0,36. In 

(CRP değeri +1)] + (0,014. hastanın genel sağlık durum puanı) + 0,96]  

 

DAS28-CRP değerinin 2,6’dan düşük çıkması durumunda hastanın 

remisyonda olduğu kabul edildi. DAS28-CRP değerinin ≥2,6 ve < 3,2 olması düşük 

hastalık aktivitesi; DAS28-CRP değerinin ≥3,2 ve <5,1 bulunması orta hastalık 

aktivitesi, DAS28-CRP değerinin ≥5,1 olması ise yüksek hastalık aktivitesi olarak 

değerlendirildi. 
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3.2.2. Kan Örneklerinin Alınması  

Hasta ve sağlıklı gönüllülerin her birinden deneysel amaçlı analizler için steril 

enjektör yardımıyla 20 ml venöz kan örneği alındı. Alınan kanların 9 ml’si, 1 ml 

%3,8’lik sodyum sitrat içeren falcon tüpe aktarıldı. 5 ml’lik kısmı ozonlanarak, 5 

ml’lik kısmıysa ozonlanmadan aynı gün ÇOMU Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

Laboratuvarında alkali komet yöntemiyle çalışıldı. Alınan kanların kalan kısımları ise 

serum ayırmada kullanılan jelli tüplere aktarılarak, 8-OHdG analizinde kullanılacak 

serumların ayrılması için, ÇOMU Tıp Fakültesi Hastanesi Tıbbi Biyokimya 

Laboratuvarına götürüldü. Elde edilen serumlar çalışılıncaya kadar - 400C’ta saklandı. 

 

3.2.3. Kan Örneklerinin Ozonlanması 

   Sitratlanmış kanın 5 ml’si lateks içermeyen, ozona dayanıklı özel enjektöre 

alındı. Aynı nitelikteki başka bir enjektöre ise ozon cihazından 50 µg/ml yoğunlukta 5 

ml tıbbi ozon gazı alındı. Ozon içeren enjektör ile sitratlanmış kan içeren enjektörler 

üç yollu musluk yardımıyla birbirine bağlandı ve gazın tamamı kan içeren enjektöre 

aktarıldı. İşlem tamamlandıktan sonra musluk kapatıldı. Kanla ozonun tam temas edip, 

gazın iyice çözünebilmesi için enjektör yavaşça alt üst edildi. Ozonlama işleminin tüm 

basamakları, hasta ve sağlıklı gönüllülerden alınan kanlara aynı şekilde uygulandı. 

Cihazdan enjektöre alınan gazın dışarı sızmasını önlemek için, dolum sonrası ve 

musluğa bağlanma aşaması esnasında enjektör ucu yere dik pozisyonda tutuldu. 

İşlemler seri şekilde gerçekleştirildi. Günde dört gönüllüyle çalışıldı ve kanların 

ozonlanması aynı anda yapıldı. Ozonlama işleminden 15-20 dakika sonra alkali komet 

analizine başlandı. 

 

3.2.4. Alkali Komet Yöntemi  

3.2.4.1. Lamların Hazırlanması 

Lamlar NMA ile kaplanmadan önce metanolle yıkandı ve kurutuldu. Ardından 

mikrodalga fırın yardımıyla hazırlanan sıcak %1,25’lik NMA çözeltisine, lamlar 

batırılarak ince tabaka halinde agarla kaplandı. Lamların arka yüzleri ıslak kağıt 

havluyla silinerek tek yüzlerinde agar kalması sağlandı. Kaplanan lamlar oda 

sıcaklığında bir gün kurutularak çalışma için hazır hale getirildi. İki haftada bir yeni 

agar kaplı lam hazırlandı. 
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3.2.4.2. Periferal Kan Mononükleer Hücrelerinin Ayrıştırılması 

Lökosit ayırma tüpüne oda sıcaklığında 3 ml ficol eklendi. 2500 rpm’de 30 

saniye santrifüjlenerek ficolün seperatörün altına inmesi sağlandı. Santrifüj sonrası 

tüpe pastör pipet yardımıya 3ml kan konuldu. Tüm örnekler hazır olduktan sonra tüpler 

dengeli şekilde santrifüje yerleştirildi ve 2500 rpm’de 15 dakika santrifüjlendi. İşlem 

sonu periferal kan mononükleer hücrelerinin (PBMC) yer aldığı zon (Şekil 8)  pastör 

pipet yardımıyla başka bir falkon tüpe aktarıldı. Üzerine 7 ml soğuk PBS eklendi ve 

homojen karışım sağlandıktan sonra 1300 rpm’de 10 dakika santrifüjlendi. Santrifüj 

bitince süpernatant uzaklaştırılıp, üzerine 3 ml soğuk PBS eklenerek yıkama işlemi üç 

kez tekrarlandı. Yıkama işlemi sonunda hemositometre yardımıyla hücre sayımı 

yapıldı ve hücre yoğunluğu 1x105 hücre/ml olacak şekilde ayarlandı. Ayrıştırma işlemi 

süresince, hücrelerin canlılıklarını kaybetmemesi için, tüpler buz üzerinde tutuldu. 

Pozitif kontrol olarak 50 µM’lık H2O2 çözeltisi kullanıldı. 

 

 

           Şekil 8. Periferal kan mononükleer hücrelerinin ayrıştırılması.  

 

3.2.4.3. Tripan Mavisi Testi  

 Kısa dönemde oluşan sitotoksik etkileri incelemek ve değerlendirme 

esnasındaki ölü hücreleri saptamak için tripan mavisi testi yapıldı. Test için, 

mononükleer hücre süspansiyonundan ve %0,4’lük tripan mavisinden 10 µl boş 

mikrotüpe konuldu, homojen olarak karıştırıldı. Boyanın etki etmesi için 2 dakika 

beklendi. Karışımın 10 µl’si üzerine lam kapatılmış hemositometrenin sayım alanına 

damlatıldı. Sayım alanı 20X büyütmede ışık mikroskobunda değerlendirildi. Sayım 

alanındaki dört büyük karedeki ölü (mavi renk) ve canlı (parlak görünen) hücreler 

sayıldı. İşlem tüm örnekler için yapıldı. Sayım sonunda canlı hücre yüzdesi ve 
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mililitredeki canlı hücre sayısı hesaplandı. Canlılık oranın %95 olduğu verisine 

ulaşıldı ve hücre yoğunluğu alkali komet yöntemi için 1x105 hücre/ml olacak şekilde 

ayarlandı. 

 

3.2.4.4. Mononükleer Hücrelerin Lama Yayılması 

 Önceden hazırlanmış ve ependof tüp içinde +4 0C’de muhafaza edilen LMA 

sıcak suda sıvı hale getirildi. +37 0C’deki su banyosuna konularak sıcaklığı 

dengelendi. Boş ependorf tüpe 140 µl LMA ve 40 µl mononükleer hücre 

süspansiyonundan konularak homojen olarak karıştırıldı. Karışımdan 70’er µl,  

önceden NMA kaplanmış lamın iki ucuna yavaşça damlatıldı, damlaların üzerine 

20X20’lik lamel kapatılarak yayılmaları sağlandı. Lamlar 5 dakika +4 0C bekletilerek 

agarın katılaşması sağlandı ve sonra lameller lamların üzerinden agarı bozmayacak 

şekilde yavaşça alındı.  

 

3.2.4.5. Mononükleer Hücrelerin Lizizi 

 Lamlar taze hazırlanmış ve soğutulmuş liziz çözeltisi içeren, alüminyum 

kaplanmış cam şalelere yerleştirildi ve +4 0C’deki buzdolabında 60 dakika bekletildi. 

Hidrojen peroksitle muamele edilmiş hücrelerin yayıldığı lam liziz çözeltisi içeren 

petri kabında 60 dakika bekletildi.  

 

3.2.4.6. Elektroforez 

 Yatay elektroforez tankı, lambası çıkartılmış buzdolabına konularak soğutuldu. 

Lamlar tanka birbirine temas edecek şekilde yerleştirildi. Taze hazırlanıp soğutulmuş 

elektroforez çözeltisi lamları kaydırmayacak şekilde yavaşça tanka boşaltıldı. 

DNA’nın çift zincirli yapıdan tek zincirli yapıya dönüşmesi için lamlar tank 

içerisindeki soğuk alkali (pH ≥ 13,1) elektroforez tamponunda 20 dakika bekletildi. 

Süre bitiminde 300 mA, 25 V’luk elektriksel alanda 20 dakika yürütme işlemi 

gerçekleştirildi. İşlemin tamamı soğuk ve karanlık ortamda yapıldı. 

 

3.2.4.7. Nötralizasyon 

Bir pens yardımıyla tanktan çıkarılan lamlar cam şaleye alındı. Oluşan 

kimyasal reaksiyonu sabitlemek, fazla tuz ve deterjanı uzaklaştırmak amacıyla lamlar 



47 

 

pH’sı 7,5 olan nötralizasyon tamponunda 15 dakika karanlıkta, oda sıcaklığında 

bekletildi. Süre bitiminde lamlar distile suyla yıkandı. 

 

3.2.4.8. Fiksasyon 

 Lamlar -20 0C’de soğutulmuş saf etanol içeren şalelerde 10 dakika tutularak 

fikse edildi ve kağıt havlu üzerinde hücre gömülü yüzleri dışarı bakacak şekilde bir 

gece kurutuldu. Ertesi gün lam saklama kutularına kaldırıldı. 

 

3.2.4.9. Boyama 

 Lam üzerinde hücrelerin gömülü olduğu her iki kısmada 50 µl SYBR-Gold ara 

stok çözeltisinden damlatıldı. Boyanmanın tam olarak gerçekleşmesi için 3 dakika 

beklendi. Fazla boyadan arındırılmak için, piset yardımıyla, musluk suyuyla yıkandı.  

 

3.2.4.10. Fotoğraf kaydetme 

 Floresan mikroskobunda 10x büyütmede görüntülenen kometlerin fotoğrafları 

çekildi ve “bmp”  formatında kaydedildi. Çekim lam başından sonuna kadarki alanın 

orta hattından ilerlenerek hücrelerin gömülü olduğu her iki alandan da ardışık şekilde, 

toplamda en az 6 fotoğraf (hücrelerin gömülü alanlarının başlangıç ve bitiş kısımları 

hariç tutularak) olacak şekilde yapıldı.  

 

3.2.4.11. Değerlendirme 

 Fotoğraflar bilgisayar ortamında Tritek CometScore Freeware 1.5v analiz 

programıyla değerlendirildi (Resim 1 ve 2). Tüm örneklerden en az 100 komet manuel 

işaretlenerek skorlandı. Skorlama esnasında hidrojen peroksitle muamele edilen 

örneklerden ise 50 hücre skorlandı. Ölçülen %DNAt, DNA hasarının göstergesi olarak 

kabul edildi. 
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Resim 1. Tritek CometScore Freeware 1.5v bilgisayar programı ana ekran görüntüsü. 

 

 

Resim 2. 61 numaralı gönüllünün kometlerinin skorlanması esnasında kaydedilen 

ekran görüntüsü. 

 

Yöntemin tüm basamakları ve analiz tek bir analist tarafından aynı şekilde 

gerçekleştirilerek yöntem basamaklarındaki ve skorlamadaki olası değişkenlik en aza 

indirildi. 
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3.2.5. Serumda 8-OHdG Miktarının Ölçümü 

Oksidatif hasarın göstergesi olan 8-OHdG’nin serumdaki miktarını ölçmek için 

çalışmada Bioassay Technology Loboratory Kit (Katalog no: E1436Hu ) kullanıldı.                                                   

Sandwich tipte bir ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) kiti olan 

Bioassay Technology Loboratory ELISA Kiti ile serumdan 8-OHdG düzeyi Çanakkale 

Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Araştırma 

Laboratuvarında yapıldı. 

              Çalışmaya başlamadan önce -40 0C de saklanan örnekler 10-20 dakika oda 

ısısına gelene kadar bekletildi ve ardından 20 dakika 2000-3000 rpm’de santrifüj 

edildi. 

 1-Öncelikle kuyucuklar,  20X yıkama solüsyonu, örnek dilüent antibody diluent, HRP 

konjugat dilüent, TMB substrat solüsyonu ve stop solüsyonu oda ısısına getirildi. 

2-Örnek dilüenti ile standartlar Tablo 2 ve Şekil 9 belirtildiği gibi hazırlandı.  

 

Tablo 2. ELISA standartlarının hazırlanması 

 

 

 
                    

         Şekil 9: 8-OHdG ELISA standartlarının hazırlanması 

 

Standard Numarası İçerik Yoğunluk 

5 (S5) 120 μl Original Standard + 120 μl Standard 

diluent 

64 ng/ml 

4 (S4) 120 μl S5 + 120 μl Standard diluent 32 ng/ml 

3 (S3) 120 μl S4 + 120 μl Standard diluent 16 ng/ml 

2 (S2) 120 μl S3 + 120 μl Standard diluent 8 ng/ml 

1 (S1) 120 μl S2 + 120 μl Standard diluent 4 ng/ml 
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Beş tane propilen tüp sırası ile 64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml ve 4 ng/m  olarak 

etiketlendi. Yukarıda da görüldüğü gibi 5.standarttan 1.standar da kadar standart 

dilüentle dilüsyonlar yapıldı.  Bu işlem son tüpe kadar tekrarlandı. 

3-Hazırlanan standartlardan 50 μl daha önceden ticari olarak 8-OHdG ile kaplanmış 

standart kuyucuklara yüklendi. 

4-Örnek kuyucuklarına 40 μl örnek eklenip üzerine 10 μl anti-8-OHDG antibody 

eklendi. Kör kontrol kuyucuğuna dokunmadan hem örnek kuyucuklarına hem de 

standart kuyucuklarına 50 μl streptavidin-HRP eklendi.  Karıştrıldı ve 37°C de 60 

dakika inkübe edilmek üzere plate üzeri plate koruyucu ile örtüldü.  

5-Wash buffer ile plaka 5 kez yıkandı. Örnekteki 8-OHdG’ye bağlanmış antikorların 

kuyucuklardan uzaklaşması sağlandı. Kuyucuklarda bulunan 8-OHdG’ye bağlı olan 

antikorların ise kuyucuklarda kalması sağlandı. 

6-Her bir kuyucuğa önce 50 μl substrat A solüsyonu ve sonra 50 μl substrat B 

solüsyonu eklendi. Karanlıkta 37°C de 10 dakika plağın üzeri kapatılarak inkübe 

edildi. 

7- Her bir kuyucuğa 50 μl stop solüsyonu eklenerek mavi rengin yeşile dönüşü 

gözlendi.  

8- Stop solüsyonunun eklenmesinden sonra 30 dakika içinde 450 nm’de mikroplate 

okuyucu kullanılarak her bir kuyucuk için absorbanslar OD (Optik dansite ) ile 

saptandı. Örnekteki 8-OHdG konsantrasyonunun tespiti için, hazırlanmış “kalibrasyon 

eğrisi” kullanıldı. Sonuçlar mililitrede nanogram (ng/mL) olarak ifade edildi. 

 

3.2.6. İstatistiksel Analiz  

Araştırmanın verileri SPSS 20.0 istatistik programına aktarılmış olup veri 

kontrolü ve analizi bu programda yapıldı. Sayımla belirtilen değişkenlerin 

gösterilmesinde sayılar, ölçümle belirtilen değişkenlerin gösterilmesinde ortalama, 

standart sapma ve minimum-maksimum değerler kullanıldı. 

 İstatistiksel karşılaştırmalarda İki Ortalama Arasındaki Farkın Önemlilik testi, 

İki Eş Arasındaki Farkın Önemlilik testi, Mann-Whitney U testi, Ki-Kare testi ve 

Fisher'ın kesin düzeltmesi kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık için p<0,05 kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

4.1. Katılımcıların Demografik Bilgileri ve Bireysel Davranışları 

Çalışmaya katılan RA tanılı gönüllüler ile kontrol grubunda yer alan 

gönüllülerin vücut kitle indeksleri (VKİ) gönüllü veri formunda yer alan veriler 

doğrultusunda kilogram cinsinden ağırlığın, metre cinsinden boyun karesine bölümü 

formülüyle hesaplandı. 

 Çalışmaya katılan 32 hasta gönüllü ile kontrol grubunda yer alan 31 gönüllünün 

yaş, cinsiyet ve VKİ’sinin karşılaştırılmasında anlamlı farklılık gözlenmedi. Benzer 

şekilde hasta ve kontrol grubunda yer alan katılımcıların sigara kullanımı ve egzersiz 

yapma alışkanlıkları arasında da anlamlı farklılık ortaya çıkmadı (Tablo 3). 

 

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik bilgiler ve bireysel davranışlar. 

 

GRUP Yaş VKİ (Kg/m2) 

Cinsiyet 

Sigara İçme 

Durumu Egzersiz 

Kadın Erkek İçiyor İçmiyor Yapıyor Yapmıyor 

Kontrol 
46,32±10,62 

(30-60) 

26,48±3,86 

(18,90-35,83) 
19 12 11 20 4 27 

Hasta 
51,44±13,62 

(30-84) 

27,03±4,36 

(18,44-37,18) 
25 7 8 24 5 27 

 

Değerler yaş ve vücut kitle indeksi (VKİ) için ortalama ± standart sapma ve minimum-

maksimum; cinsiyet, sigara içme durumu ve egzersiz için kişi sayısı olarak verilmiştir. 

 

4.2. Romatoid Artritli Hastaların DAS28 Değerlerine Göre Dağılımı 

 Çalışmaya katılan RA’lı hastaların ortalama DAS28 değeri 2,91±1,30 (1,2-7,3) 

olarak hesaplandı. Hastaların 14’ünün DAS28 değeri <2,6 bulundu ve bu hastalar 

remisyonda kabul edildi. Hastaların 8’i düşük hastalık aktivitesine (DAS28 değeri ≥2,6 

ve < 3,2 ), 8’i ise orta hastalık aktivitesine sahipti (DAS28 değeri ≥3,2 ve ≤ 5,1). 

Sadece 2 hastanın hastalık aktivitesi yüksekti (DAS28 değeri > 5,1). 
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4.3. Romatoid Artrit ve Oksidatif DNA Hasarı 

Oksidatif DNA hasarının göstergesi olan 8-OHdG düzeyleri hasta grubunda 

35,89±30,80 (1,64-112,05), kontrol grubunda ise 51,89±43,06 (4,14-199,55) bulundu. 

Her iki grubun 8-OHdG düzeylerinin karşılaştırılmasında anlamlı farklılık görülmedi 

(Şekil 10). 

 

 

 

           Şekil 10.  Hasta ve kontrol grubunun 8-OHdG değerlerinin karşılaştırması. 8-

OHdG: 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin. Sütunlar ortalama±standart sapmayı 

göstermektedir. 
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4.4.  Hastalık Aktivitesi ve Oksidatif DNA hasarı  

DAS28 değeri 2,6’dan küçük olan ve remisyonda olduğu kabul edilen 14 hasta 

ile DAS28 değeri 2,6 veya 2,6’dan büyük olan ve aktif hastalık döneminde olduğu 

kabul edilen 18 hastanın 8-OHdG düzeyleri [32,66±30,69 (1,64-111,78)  ve [38,40±31 

(1,70-112,05)] arasında anlamlı farklılık gözlenmedi (Şekil 11). 

 

 

 

 Şekil 11. Hastalık Aktivitesine göre 8-OHdG değerlerinin karşılaştırılması. 8-OHdG: 

8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin. DAS28:Hastalık Aktivite İndeksi (Disease Activity 

Score). Sütunlar ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 
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4.5. Romatoid Artrit ve DNA Hasarı 

 Hasta ve kontrol grubundan elde edilen kan mononükleer hücrelerinin komet 

görüntülerinin analiz edilmesi neticesinde %DNAt değeri hasta grubunda 5,05±1,67 

(2,53-11,34), kontrol grubunda ise 5,09±1,52 (2,76-10,09) bulundu. İki grubun 

%DNAt değerlerinin karşılaştırılmasında ise anlamlı farklılık gözlenmedi (Şekil 12). 

 

 

                     

  Şekil 12. Hasta ve Kontrol grubunun mononükleer hücre DNA hasarlarının 

karşılaştırması. %DNAt: Kuyruğu oluşturan DNA yüzdesi. Sütunlar 

ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 
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4.6. Hastalık Aktivitesi ve DNA Hasarı  

DAS28 değeri 2,6’dan küçük olan remisyondaki hastalar ile aktif hastalık 

dönemindeki hastaların (DAS28 değeri 2,6 veya 2,6’dan büyük olan hastalar) kan 

örneklerinden ayrıştırılan mononükleer hücrelerin komet görüntülerinin analiz 

edilmesi sonucu elde edilen %DNAt değerlerinin [4,70±1,35 (2,53-8,16) ve 5,13±1,88 

(2,93-11,34)] karşılaştırılmasında anlamlı farklılığa rastlanmadı (Şekil 13).  

 

 

       

Şekil 13. Hastalık Aktivitesine göre %DNAt değerlerinin karşılaştırılması. %DNAt: 

Kuyruğu oluşturan DNA yüzdesi.  DAS28: Hastalık Aktivite İndeksi (Disease Activity 

Score). Sütunlar ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 

 

4.7. Ozon Uygulamasının DNA Hasarına Etkisi 

 Ozon uygulamasının DNA hasarına olan etkisini araştırmak için kontrol 

grubunda yer alan gönüllülerden alınan her kan örneğinin bir kısmı ozonlanmadan bir 

kısmıysa ozonlanarak alkali komet yöntemiyle çalışıldı. 
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Ozon uygulaması yapılmayan kan örneklerine ait mononükleer hücrelerin 

komet görüntülerinin analiz edilmesi sonucu %DNAt 5,09±1,52 (2,76-10,09) bulundu. 

Ozon uygulaması yapılan kan örneklerinden ayrıştırılan mononükleer hücrelerin 

komet görüntülerinin analiz edilmesiyle elde edilen %DNAt değeri ise 4,97±1,23 

(2,93-8,81) bulundu. Her iki  %DNAt değerinin karşılaştırılmasında ise anlamlı sonuç 

ortaya çıkmadı (Şekil 14). 

 

 

 

 Şekil 14.  Ozon uygulanmış ve ozon uygulanmamış, kontrol grubuna ait kan 

örneklerinin mononükleer hücre DNA hasarlarının karşılaştırması. %DNAt: Kuyruğu 

oluşturan DNA yüzdesi. Sütunlar ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 

 

4.8. Romatoid Artritli Hastalardan Elde Edilen Kan Örneklerine Ozon 

Uygulamasının DNA Hasarına Etkisi 
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örneğinin bir kısmı ozonlanmadan bir kısmıysa ozonlanarak komet yöntemiyle 

çalışıldı. 

Hasta grubunda yer alan gönüllülere ait ozon uygulanmamış kan örneklerinden 

ayrıştırılan mononükleer hücrelerin komet görüntülerinin analiz edilmesi sonucu 

%DNAt 5,05±1,67 (2,53-11,34) bulundu. Aynı hastaların ozon uygulaması yapılan 

kan örneklerinden ayrıştırılan mononükleer hücrelerin komet görüntülerinin analiz 

edilmesi sonucu %DNAt değeri ise 5,48±1,85 (2,78-11,34) bulundu. Ozon uygulaması 

yapılmamış ve ozon uygulaması yapılmış kanlara ait mononükleer hücrelerin  %DNAt 

değerinin karşılaştırılmasında ise anlamlı farklılık saptanmadı (Şekil 15). 

 

 

 

Şekil 15.  Ozon uygulanmış ve ozon uygulamamış, hasta grubuna ait kan örneklerinin 

mononükleer hücre DNA hasarlarının karşılaştırması. %DNAt: Kuyruğu oluşturan 

DNA yüzdesi. Sütunlar ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 
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4.9. Hasta ve Kontrol Grubunun Ozon Uygulanan Kanlarına Ait Mononükleer 

Hücrelerin DNA Hasarının Karşılaştırması 

 Hasta ve kontrol grubunun ozon uygulaması yapılan kanlarından ayrıştırılan 

mononükleer hücrelerin komet görüntülerinin analizi sonucu elde edilen  %DNAt 

değerinin  [5,05±1,67 (2,53-11,34) ve 5,09±1,52 (2,76-10,09) ] karşılaştırmasında 

anlamlı farklılık saptanmadı (Şekil 16). 

 

  

                 

Şekil 16. Ozon uygulanan kanlara ait mononükleer hücrelerin %DNAt değerlerinin 

karşılaştırılması. %DNAt: Kuyruğu oluşturan DNA yüzdesi. Sütunlar 

ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 
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4.10.  Aktif Hastalık Varlığında Ozon Uygulamasının DNA Hasarına Etkisi 

Remisyonda olan hastalar ile aktif hastalık döneminde olan hastaların ozon 

uygulaması yapılan kanlarından saflaştırılan mononükleer hücrelerin komet 

görüntülerinin analizi sonucu elde edilen %DNAt değerlerinin [5,24±1,70 (2,78-8,86) 

ve 5,66±1,99 (3,26-11,34)] karşılaştırılmasında anlamlı farklılık görülmedi (Şekil 17). 

 

 

 

Şekil 17. Ozon uygulaması yapılan kan örneklerinden ayrıştırılmış mononükleer 

hücrelerin %DNAt değerlerinin DAS28’e göre karşılaştırılması. %DNAt: Kuyruğu 

oluşturan DNA yüzdesi.  DAS28: Hastalık Aktivite İndeksi (Disease Activity Score). 

Sütunlar ortalama±standart sapmayı göstermektedir. 

 

Kontrol ve hasta grubundan birer gönüllünün ozon uygulanmış ve ozon 

uygulanmamış kanlarına ait mononükleer hücrelerin komet yöntemiyle elde edilen jel 

görüntüleri Resim 3 ve Resim 4’te yer almaktadır. 
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Resim 3. Kontrol grubunda yer alan 37 numaralı gönüllünün ozon uygulanmamış (A) 

ve ozon uygulanmış (B) kanlarına ait mononükleer hücreler ile aynı tankta yürütülen 

pozitif kontrol olarak 50 µM hidrojen peroksit uygulanmış mononükleer hücrelerin 

komet yöntemiyle elde edilen jel görüntüleri. 

 

 

 

Resim 4. Hasta grubunda yer alan 53 numaralı gönüllünün ozon uygulanmamış (A) 

ve ozon uygulanmış (B) kanlarına ait mononükleer hücreler ile aynı tankta yürütülen 

pozitif kontrol olarak 50 µM hidrojen peroksit uygulanmış mononükleer hücrelerin 

komet yöntemiyle elde edilen jel görüntüleri. 
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5. TARTIŞMA  

Çalışmamızın temel bulgusu, yardımcı tedavi yöntemi olarak kullanılan ozon 

dozunun, mononükleer kan hücrelerinde DNA hasarını arttırmamasıdır. 

 Hem komet yöntemiyle bakılan DNA kırık miktarı hem de serumdan ELISA 

yöntemiyle ölçülen ve DNA'da ki oksidatif hasarın göstergesi olan 8-OHdG düzeyi 

RA’lı hastalarda kontrol grubundan farklı bulunmamıştır. Ayrıca DAS28 değeri 

2,6’dan düşük olan remisyondaki hastalar ile DAS28 değeri 2,6’dan büyük olan aktif 

hastalık dönemindeki hastaların %DNAt değeri ve 8-OHdG seviyeleri arasında da 

farklılık gözlenmemiştir. 

RA sistemik, otoimmün, kronik yangısal bir hastalıktır. Hastalığın ölüm 

oranında artışa neden olabildiği, karakteristik eklem hasarı dışına birçok hayati organa 

zarar verebildiği ve kanser riskinde artış meydana getirebildiği bilinmektedir. 

Hastalığın patogenezi oldukça karmaşıktır ve bağışıklık sisteminin patolojik 

süreçlerde önemli etkileri bulunmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar oksidatif 

stresin RA patolojik süreçlerine katkısına dikkat çekmektedir. Yayınlarda sıkça RA’lı 

hastalarda oksidatif stresin arttığına ve antioksidan kapasitede ise düşüş yaşandığına 

değinilmektedir (Tak ve ark. 2000, Seven ve ark. 2008, Kundu ve ark. 2012, Simon ve 

ark. 2015). Oksidatif stres çeşitli mekanizmalarla DNA’da baz oksidasyonu, abazik 

bölge oluşumu,  tek-çift zincir kırıkları ve çapraz bağlanmalar gibi birçok DNA 

hasarına neden olmaktadır. Oluşan bu hasarları saptamadaysa birçok yöntem 

kullanılmaktadır. ROT DNA bazlarında oldukça çeşitli oksidatif baz hasarına neden 

olabilirler. 8-OHdG ise guanin bazının ROT ile okside olmasıyla oluşur. 8-OHdG 

ROT kaynaklı en sık karşılaşılan baz hasarı olmasının yanı sıra, mutajenitesi iyi bilinen 

okside bazdır. Bu nedenle 8-OHdG ölçümü DNA’da ki oksidatif hasarı gösterir ve bu 

amaçla kullanımı oldukça yaygındır (Cheng ve ark. 2003, Hitchon ve El-Gabalawy 

2004, Kageyama ve ak. 2007). Diğer taraftan bazı kanser türlerindeyse 8-OHdG 

düzeyi kontrol gruplarından farklı bulunmamıştır (Nagashimaa ve ark. 1995, Dinçer 

ve ark. 2011).  Seven ve ark. (2008), RA tanısı yeni konmuş ve tedavi olarak sadece 

steroid olmayan anti-inflamatuar ilaç (NSAID) alan RA’lı hastalarla yaptıkları 

çalışmalarında DAS değerinin yüksek (DAS>2,7) olduğu RA’lı hastalarda 8-OHdG 

düzeyinin, DAS değeri düşük olan hastalardan yüksek olduğunu bulmuşlardır. 

Hajizadeh ve ark. (2003), çalışmalarında her ne kadar RA’lı hastaların sinoviyal 
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sıvılarında (SF) 8-OHdG düzeylerinde anlamlı artış saptamış olsalar da, kontrol 

grubundaki bireylerin hemen hemen yarısında sinoviyal sıvı 8-OHdG düzeyinin 

kontrol grubu ortalamasından yüksek olduğunu belirtmişlerdir.  Kageyama ve ark. 

(2007), RA’lı hastaların idrarında yüksek seviyede saptadıkları 8-OHdG seviyesinin 6 

ay metotreksat tedavisine bağlı düşüş gösterdiğini belirtmişlerdir. Benzer şekilde 

Kageyama ve ark. (2008), RA’lı hastaların idrarında yüksek düzeyde saptadıkları 8-

OHdG düzeyinin anti-TNF-α tedavisine bağlı azaldığını da göstermişler ve bu 

çalışmada DAS28 ile 8-OHdG seviyesi arasında korelasyon saptamışlardır. Gerek 

Kageyama ve ark.’ın bahsi geçen ilk çalışmalarında, gerekse ikinci çalışmalarında 8-

OHdG düzeyini yüksek saptadıkları RA’lı hastaların ortalama DAS28 değerleri 

(5.23±0.70 ve 4,13±0,80) bizim çalışmamızda yer alan RA’lı hastaların ortalama 

DAS28 değerinden (2,91±1,30) yüksektir. Dolayısıyla yüksek hastalık aktivitesinin 

oksidatif strese neden olabildiği ve oksidatif stresinde 8-OHdG düzeyini 

etkileyebildiği göz önüne alındığında, bu çalışmada RA’lı hastaların 8-OHdG düzeyi 

ile kontrol grubunun 8-OHdG düzeyi arasında anlamlı fark bulunmaması hastaların 

ortalama DAS-28 değerinin düşük olmasından kaynaklanmış olabilir. Nitekim 

Martelli-Palomino ve ark. (2016), RA’lı hastalardaki artmış DNA hasarının DAS-28 

ile korelasyon gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca kontrol grubunda yer alan 

katılımcıların bazılarında ise 8-OHdG düzeyleri oldukça yüksek saptanmıştır ki bu da 

bireysel birçok farklılıktan kaynaklanmış olabilir (Fenech ve Bonassi 2011, Slyskova 

ve ark. 2014). 

Çalışmanın komet analizi sonuçlarına göre kontrol grubunda yer alan 

gönüllülerin %DNAt değerleri ile RA’lı hastaların %DNAt değerleri arasında anlamlı 

farklılık bulunmamıştır. Ayrıca DAS28 değeri 2,6’dan küçük olan remisyondaki 

hastalar ile DAS28 değeri 2,6’dan büyük olan hastalığın aktif olduğu hastaların 

%DNAt değerlerinin karşılaştırmasında da anlamlı farklılık ortaya çıkmamıştır. 

Otoimmün hastalıklar ve kronik yangılı hastalıklar DNA’da zincir kırıkları ve  

baz hasarları gibi çeşitli hasarlara neden olabilmektedir. Bununla birlikte kronik 

yangılı hastalıklar ile otoimmün hastalıklarda görülen kanser riskindeki artışın DNA 

hasarlarındaki artıştan ya da DNA hasarlarının onarımındaki aksaklıklardan 

kaynaklanabileceği öne sürülmektedir (Bashir ve ark. 1993, Tak ve ark. 2000). RA 

otoimmün ve kronik yangısal bir hastalıktır ve hastalığa bağlı olarak hematopoetik 
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kanserler ile akciğer kanserleri gibi bazı kanser türlerinin riski artabilmektedir (Simon 

ve ark., 20015). 

Alkali komet yöntemi DNA tek zincir kırıklarını ve DNA’daki abazik bölgeleri 

tespit edebilen oldukça duyarlı ve güvenilirliği yüksek, biyolojik izleme olarak yaygın 

kullanımı olan genotoksisite testlerindendir. Analiz sonucu elde edilen % DNAt değeri 

kırık ya da abazik bölgelerin DNA’da bulunması halinde, sağlam DNA’nın % kaçının 

kırık ya da abazik bölge olduğunu göstermesi bakımından oldukça objektif oluşu ve 

jelin boyanması sonrası oluşabilecek art defektleri ölçüm sonucuna nispeten daha az 

yansıtması nedeniyle komet analiz sonuçlarını değerlendirmede en güvenilir 

parametre olarak kabul görmektedir (Dusinska ve Collins 2008, Lovell ve Omori 2008, 

Lorenzo ve ark. 2013). Ancak RA’lı hastalarda komet yöntemiyle DNA hasarının 

incelendiği çalışmalar oldukça kısıtlıdır. Karaman ve ark. (2011), RA’lı hastalarda 

alkali komet yöntemiyle DNA hasarını belirledikleri çalışmalarında RA’lı hastalarda 

komet kuyruk uzunluğunun arttığını, aktif hastalık dönemindeki RA’lı hastalarının 

komet kuyruklarının ise aktif hastalık döneminde olmayan RA’lı hastaların komet 

kuyruklarından uzun olduğunu saptamışlardır. Benzer şekilde Mateen ve ark. (2016b), 

RA’lı hastalarda kuyruk uzunluğunun fazla olduğunu ve DAS değeri büyük olan RA’lı 

hastaların komet kuyruklarının daha uzun olduğunu saptamışlardır. Yine Altındağ ve 

ark. (2007), RA’lı hastalarda alkali komet yöntemiyle DNA hasarını belirledikleri 

çalışmalarında komet görüntülerinin görsel analiziyle elde ettikleri arbitrary unit (AU) 

değerinin RA’lı hastalarda daha büyük olduğunu ifade etmektedirler. Diğer yandan 

Jarmalaite ve ark. (2006), RA’lı hastalarda kardeş kromotit değişim sıklığının 

artmadığını ancak RA’lı hastaların periferal kan lenfositlerinin mitoz ve replikasyon 

sıklığının azaldığını saptamışlardır. Martelli-Palomino ve ark. (2016), RA’lı 

hastalardaki artmış DNA hasarının DAS-28 ile korelasyon gösterdiğini, bununla 

birlikte anti-TNF-α tedavisinin DNA hasarını azalttığını göstermişler ve hastalık 

aktivitesi ile DNA hasarı arasındaki bu ilişkinin aslında RA patogenezinde oksidatif 

stresin önemini yansıttığını dile getirmişlerdir. Bizim çalışmamızda yer alan RA’lı 

hastalar anti-TNF-α tedavisi de dahil çeşitli tedavi uygulanan hastalardı ve hastaların 

çoğu ise ya remisyondaydı (32 hastanın 14’ü)  ya da düşük hastalık aktivitesine (32 

hastanın 8’i) sahipti. Kalan 10 hastanın 8 tanesi ise orta hastalık aktivitesine sahipti. 

Şayet yeni tanı almış ve henüz tedavi başlanmamış hastalar çalışmamızda yer alsaydı 
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DNA hasarının artmış olduğunu göstermek mümkün olabilirdi. Mevcut oksidan 

durumun hastalık aktivitesiyle korele olduğu göz önüne alındığında hastalarda kontrol 

grubuna oranla artmış bir DNA hasarının saptanmaması uygulanan tedavilerle 

hastalığın kontrol altına alınmış dolayısıyla daha az oksidatif strese maruz 

kalmalarından kaynaklanmış olabilir. Ayrıca çalışmada yer alan hastalarda beklenenin 

aksine antioksidan kapasitede azalma olmamış olabilir ya da hastaların sağlıklı 

beslenme alışkanlıkları DNA hasar oluşumunu azaltmış olabilir (Dusinska ve ark. 

2002, Joosen ve ark. 2009, Fenech ve Bonassi 2011).  

 Çalışmamızda 50 µg/ml yoğunlukta ozon uygulaması yapılan kanlardan 

ayrıştırılan mononükleer hücrelerin %DNAt değeri ile ozon uygulaması yapılmayan 

kanlardan ayrıştırılan mononükleer hücrelerin %DNAt değeri arasında anlamlı 

farklılık saptanmamıştır. 

Ozon güçlü bir oksidan ajandır. Hava kirliliği nedeniyle ozona maruz kalmanın 

özellikle akciğerlerde büyük hasara neden olabildiği birçok epidemiyoloji ve çevre 

kirliliği araştırmalarında ortaya konmuştur. Solunan hava içeriğindeki ozon miktarının 

artışının nazal hücrelerde ve kan lökositlerinde DNA tek zincir kırıklarını neden 

olduğu gösterilmiştir (Valverde ve ark. 1997, Pacini ve ark. 2003, Palli ve ark. 2009). 

Hava kirliliği kaynaklı ozon maruziyetinin neden olduğu genotoksik etkiler erkeklerde 

kadınlara nazaran daha belirgin bulunmuştur (Fortoul ve ark., 2004). Ferng (2002), 

çeşitli yoğunlukta ve sürelerde ozon inhale ettirdikleri kobaylarda 1,00 ppm ozonu 

uzun süre inhale eden hayvanlarda DNA tek zincir kırıklarının artığını ancak düşük 

doz da ve kısa süre inhale edilen ozonun böyle bir etki meydana getirmediğini 

saptamışlardır. Benzer şekilde Finkenwirth ve ark. (2014), 0,21 ppm ozonu akut olarak 

2 saat inhale etmenin periferal kan mononükleer hücrelerde DNA tek zincir kırıklarına 

neden olmadığını bununla birlikte DNA tek zincir kırıklarının hızlı onarılması 

nedeniyle kırık oluşmuşsa bile analiz sürecinde düzelme sağlanmış olabileceğini 

vurgulamışlardır. Cheng ve ark. (2003), in-vitro ozon uygulamasının A549 hücre 

hatlarında 8-Oxoguanin oluşumuna neden olduğunu ve DNA tek zincir kırıklarında 

artış meydana getirdiğini saptamışlardır. Bununla birlikte Diaz-Llera ve ark. (2002), 

PBS ile seyrelttikleri kana (1ml PBS+60 µl kan) ozon uygulamasın doza bağlı şekilde 

komet uzunluğunu arttırdığını ve DNA’da meydana gelen bu hasarın 45-90 dakika gibi 

kısa sürede azaldığını saptamışlardır. Dahası seyreltik kana katalaz antioksidan enzimi 
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ekledikten sonra ozon uygulamasına bağlı oluşan DNA hasarının ise daha az olduğunu 

belirtmişlerdir. Oksidanların organizmaya zarar vermesini engelleyen antioksidan 

savunma sistemlerinin gerekliliği tartışılmazdır. Nitekim Larini ve Bocci (2005), kanı 

PBS ile seyreltikten sonra ozon uygulanmasının ya da antioksidan enzimlerden yoksun 

kültür ortamındaki hücrelere ozon uygulamasının, kana doğrudan ozon uygulamaktan 

farklı olduğunu; kanın ihtiva ettiği antioksidanlar nedeniyle ozon uygulamasına 

dirençli olduğunu ve kana doğrudan 20 µg/ml (0,42 mM) ile 60 µg/ml (1,26 mM) 

aralığındaki yoğunlukta ozon uygulamasının herhangi bir hasara yol açmadığını ifade 

etmektedirler.  

Yapılan çalışmada RA’lı hastalardan elde edilen kanlara ozon uygulamasının 

komet yöntemiyle analiz edilen %DNAt değerini etkilemediği saptanmıştır. Ayrıca 

remisyonda olan hastalar ile aktif hastalık döneminde olan hastalardan elde edilen 

kanlara ozon uygulaması sonucu elde edilen %DNAt değerleri arasında da anlamlı 

farklılık oluşmamıştır. Bununla birlikte ozon uygulaması yapılan kontrol ve RA’lı 

hastaların kanlarından ayrıştırılan mononükleer hücrelerin %DNAt değerleri arasında 

da fark gözlenmemiştir. 

Ozon terapisi alternatif tedavi yöntemi olarak şüpheyle yaklaşılan bir 

yöntemdir. Diğer taraftan dikkatli kullanıldığında sağlık açısından faydalı etkileri 

olduğu yönünde iddialar da bulunmaktadır.  Ozonun kanla teması sonucu oluşan H2O2 

ve LOPs, ozonun vücutta meydana getirdiği etkileri oluşturan aracı moleküllerdir ve 1 

mol O3, 1 mol H2O2 ve 2 mol LOPs meydana getirir. Bu nedenle MOHT uygulamasının 

etkili olabilmesi için ozon konsantrasyonu önemlidir. H2O2 hücre membranından 

geçip hücre içine girdiğinde metal iyonları varlığında kolaylıkla DNA gibi yapılarda 

ciddi hasarlara neden olabilen OH radikalini meydana getirebilir. OH radikali DNA 

yapısında bulunan 4 bazda ve şeker grubunda geniş çaplı hasara neden olabilir, DNA 

zincir kırıklarına yol açabilir. Labuschagne ve ark. (2009),   MOHT uygulaması 

sonrası DNA hasarının ve DNA tamir kapasitesinin nasıl etkilendiğini inceledikleri 

çalışmalarında, MOHT uygulaması sonrası 4. saatte  %DNAt değerinin azaldığını 

ancak 24 ve 48. saatlerde %DNAt değerinin tekrar arttığını, ancak bu artışın ozon 

uygulaması yapılmayan örneklerin %DNAt değerinden farklı olmadığını 

belirtmişlerdir. Ayrıca MOHT uygulaması sonrası 80 µg/ml ozon uygulanan grupların 

DNA tamir kapasitesinde belirgin artış meydana gelirken 40 µg/ml ozon uygulanan 
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grupta böyle bir artış ortaya çıkmadığı gibi tersine, DNA tamir kapasitesini 

düşürdüğünü saptamışlardır. Bu nedenle MOHT uygulamasının çok güvenli 

olmadığını ve özellikle tekrarlanan şekilde yapılan terapilerin uzun vadede DNA 

bütünlüğü üzerinde olumsuz etkilerinin olabileceğine dikkat çekmektedirler. Bazı 

kanser hücre hatlarında ROT’un DNA hasarına sebep olmaktan ziyade DNA’da kalıcı 

hasarlar oluşmasını engelleyen tamir mekanizmalarında hasara neden olduğu 

gösterilmiştir. Bununla birlikte RA’lı hastaların sinoviyumunda da yanlış eşleşme baz 

onarım mekanizmasında ROT kaynaklı aksaklık saptanmıştır (Lee ve ark., 2003). 

Diaz-Llera ve ark. (2009), rektal ozon uygulaması yaptıkları sıçanlarda uygulamadan 

sonraki ilk 24 saatte lökosit ve kolorektal hücrelerde komet uzunluğunda artış 

olduğunu saptamışlardır. Bununla birlikte 24-72 saat arasındaysa komet 

uzunluklarında azalma olduğunu ancak kontrol hücrelerinin komet uzunluğu 

seviyesine düşmediğini belirtmişlerdir. Diğer yandan Collins ve ark. (1995), 

çalışmalarında periferal kan lenfositlerinin H2O2 uygulamasına HeLa hücrelerine 

kıyasla daha dirençli olduğunu ve dolayısıyla tek zincir kırıklarının sıklığının daha az 

olduğunu saptamışlardır. Bu durumun lenfositler arasındaki varyasyonlardan ya da 

lenfositler ile HeLa hücreleri arasındaki farklılıklardan kaynaklanabileceğini, nitekim 

H2O2’nin OH radikaline dönüşmesi için gerekli olan Fe+2 miktarının her hücrede farklı 

olduğu buna bağlı olarak da DNA hasarının etkilenebileceğini vurgulamışlardır. 

Benzer şekilde katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler ile E vitamini 

gibi serbest radikalleri engelleyen moleküllerin miktarının hücre tipine ya da lenfosit 

alt tipine göre değişiklik gösterebildiğini belirtmişlerdir.  H2O2’nin neden olduğu DNA 

tek zincir kırıkları hücre içi H2O2 yoğunluğuyla doğrudan ilişkilidir (Schraufstltter ve 

ark., 1988). Bocci ve ark. (2011a), MOHT yöntemiyle ozonu kana uyguladıktan sonra 

ozonun hızla girdiği reaksiyonlar sonucu oluşan H2O2 düzeyinin hücre içinde 0,4 µM 

gibi oldukça düşük yoğunlukta saptandığını belirtmektedir. Çalışmamızda MOHT 

yönteminde yaygın kullanılan ozon yoğunluğu ve dozu kullanılmıştır. Uyguladığımız 

ozon dozu bahsedildiği gibi düşük seviyede hücre içi H2O2 artışına neden olduğundan 

DNA tek zincir kırıklarını artıracak etki oluşturmamış olabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Bu sonuçlara bakarak MOHT dozunda ozon uygulamasının genotoksik etki 

oluşturmaması açısından güvenilir olduğu söylenebilir. Genotoksik ajanlar DNA’da 

tek zincir kırıkları veya alkali kararsız bölgeler dışında başka DNA hasarına da neden 

olabilmekte ya da DNA tamir kapasitesine zarar verebilmektedir. Bununla birlikte 

genotoksik ajanlar bireysel farklılıklar nedeniyle her zaman aynı düzeyde hasar 

oluşturmayabilirler ya da asıl etkileri uzun süre maruziyetten sonra ortaya çıkabilir. 

Her ne kadar çalışmamızda ozonun DNA hasarına neden olduğu bulgusuna 

ulaşılmamış olsa da, farklı tedavi protokolleri ve ozon dozlarının DNA hasarını 

arttırması beklenebilir. Nitekim, ozon ve DNA hasarı ile ilgili yapılmış çalışmalar 

yetersizdir ve yüksek oksitleme gücüne sahip ozonun tedavi amaçlı kullanımına 

güvenilirliği bilimsel verilerle teyit edilene kadar şüpheli yaklaşılmalıdır. Konu ile 

ilgili çalışmaların henüz yeterli sayıda olmaması ve farklı ozon dozlarının ortaya 

çıkarabileceği etkilerin bilinmemesi nedeniyle bu konuda ilave çalışmalara gereksinim 

vardır. 
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8. EKLER  

8.1. Etik Kurul Kararı 
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8.2. Gönüllü Bilgilendirme/ Onam Formu 

 

 

 

ÇANAKKALE ONSEKİZ MART ÜNİVERSİTESİ  

KLİNİK ARAŞTIRMALAR ETİK KURULU 

GÖNÜLLÜ BİLGİLENDİRME FORMU 

Doküman: Form-11 Revizyon 

No: 

02 Revizyon Tarihi: 23 / 01 / 2012 

 

 

1. Çalışmanın adı: 

Romatoid artritli hastalardan elde edilen kan örneklerine ozon uygulanmasının DNA 

hasarına etkisi 

 

2. Araştırmacıların adları, kurumları ve iletişim numaraları.  

Mustafa EDREMİTLİOĞLU  0 (286) 218 0018/ 1997 

Coşkun ZATERİ  0 (286) 218 0018/ 2418 

Pınar YÜKSEL 0 (286) 217 12 33- pemiyuksel@yahoo.com 

 

3. Araştırmanın amacı ve kısa özeti: 

Romatizma gibi uzun süren hastalıklarda hücrelerdeki genetik yapı bozulabilmektedir. 

Bu bozulma ilave hastalıklara neden olabildiği gibi romatizmanın ağırlaşmasına da yol 

açabilmektedir. Romatizma ağrılı bir hastalık olduğu için ilaç tedavisi yanında bazı 

hastalara ozon dediğimiz ve oksijene benzeyen bir gaz tedavisi uygulanmaktadır. 

Ozonun etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Ama ozonun hücrelerdeki 

genetik yapıda bozulma yaptığı bilinmektedir. Bu çalışmada romatizmalı hastalardan 

alınan kan içine ozon verilmesinin kan hücrelerindeki genetik yapıyı bozup bozmadığı 

araştırılacaktır. 

 

4. Bu araştırma için neden siz seçildiniz? 

Çalışmaya, romatoid artrit tanısı (romatizma) almış hasta gönüllü katılımcılar ile 

herhangi bir bağışıklık sistemi ve iltihablı hastalığı olmayan,  yaş ve cinsiyet 

bakımından ise romatoid artrit tanısı almış hasta gönüllülerle eşleştirilmiş sağlıklı 

gönüllü katılımcı alınacaktır. Siz bu belirtilen özelliklerden birine sahip olduğunuz için 

bu araştırmaya seçildiniz. Bu çalışma 60 katılımcıyla gerçekleştirilecektir. Dolayısıyla 

sizin dışınızda 59 katılımcı daha çalışmada yer almaktadır. 
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5. Araştırmaya katılmak / bir kez katıldıktan sonra sonuna kadar devam etmek 

zorunda mıyım? 

Bu araştırmaya katılım tamamen gönüllülük temeline dayanmaktadır. Bir başka deyiş 

ile araştırmaya katılıp/katılmama tercihiniz tamamen hür iradenize bağlıdır. 

Araştırmaya katılmamak tamamen sizin kararınızdır. Araştırmaya 

katılmamak/katılmak istememek sizin herhangi bir şekilde cezalandırılmanıza, 

yaptırım uygulanmasına yol açmayacaktır. Çalışmaya katılmamak sizin için herhangi 

bir şekilde dezavantaja dönüşmeyecektir. Bir başka deyiş ile çalışmaya katılmamak 

size herhangi bir şey kaybettirmeyecektir. Hastalığınızın takibi, tetkiklerinizin 

yapılması ve değerlendirilmesi, tedaviye yönelik girişimlerin uygulanması gibi 

herhangi bir aşamada size herhangi bir olumsuz yaklaşıma, kötü muameleye yol 

açmayacaktır. Araştırmaya katılmak istediğinizde katılımınız sağlandıktan sonra 

araştırma tamamlanmadan, araştırmanın herhangi bir evresinde ayrılmak 

isteyebilirsiniz. Bu tamamen sizin hür kararınızdır. Bundan dolayı hiçbir şekilde 

suçlanamayacağınız gibi herhangi bir şekilde olumsuz yaklaşım, muamele ile 

karşılaşmayacaksınız. Sonuç olarak eğer araştırmaya katılır ancak devam etmek 

istemez iseniz istediğiniz zaman araştırmadan çekilebilirsiniz.  Araştırmadan ayrılmak 

istemeniz durumunda araştırmaya devam etmeniz konusunda hiçbir şekilde baskı ya 

da zorlama uygulanmayacaktır 

 

6. Katılmayı kabul edersem bana ne yapılacak?  

Araştırmaya katılmayı kabul etmeniz halinde sizden sadece 20 ml koldan kan örneği 

alınacaktır. Bunun dışında başka her hangi bir şey yapılmayacak ya da yapmanız 

istenmeyecektir. 

 

7. Araştırmaya katılmak size bir zarar verecek mi? Sizin için olumsuz 

yönleri/riskleri olacak mı?  

Bu araştırmaya katılmak size hiçbir şekilde zarar vermeyecek, olumsuz bir şekilde 

etkilemeyecektir. Araştırma sırasında yapılacak işlemlerin size hiçbir şekilde zararı 

yoktur. Herhangi bir risk içermemektedir. 
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8. Araştırmaya katılmanın size olası yararları nelerdir? Araştırmaya katılmak 

size bir fayda/üstünlük sağlayacak mı? 

Bu araştırmaya katılmanın size doğrudan her hangi bir yararı olmayacak; çalışmaya 

katılmış olmanız size fayda veya üstünlük sağlamayacaktır. 

 

9.  Araştırma için masrafım olacak mı? Araştırmanın benim için maddi bedeli 

var mı?  

Araştırma kapsamında, araştırmanın herhangi bir evresinde sizden hiçbir şekilde ücret 

talep edilmeyecektir. Bu araştırmaya katılmanız nedeni ile sizden para ya da maddi 

değeri/içeriği olan herhangi bir şey talep edilmeyecektir. 

 

10. Kimlik bilgilerim ve elde edilen verilerin gizliliği nasıl sağlanacak?    

Araştırma dahilinde kimlik bilgileriniz, sizden elde edilen veriler gizli tutulacak, 

yukarıda açık şekilde kimlik bilgileri belirtilmiş araştırmacıların dışındaki kişilerin bu 

bilgilere/verilere  ulaşması engellenecektir. Sizden elde edilen araştırma verileri ve 

sonuçları, kimlik bilgileriniz gizlenmek sureti ile başka araştırmalarda kullanılabilir. 

 

11. Araştırma sonunda bana bilgi verilecek mi? 

Araştırma sonunda talep etmeniz durumunda araştırmanın genel sonuçları hakkında 

ve sizden elde edilmiş verilerin sonuçları hakkında bilgilendirileceksiniz. Eğer 

araştırma bilimsel bir dergide yayınlanır ise talep etmeniz durumunda söz konusu 

derginin bir kopyası tarafınıza verilecektir. 

 

12. Araştırma sonuçlarına ne olacak?  

Araştırma sonuçlarının uluslararası/ulusal bir dergide yayınlanması mümkün olabilir. 

Yayınlanma aşamasında da kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır. Daha önce de 

bahsedildiği gibi araştırmadan elde edilen veriler başka bir araştırma için kullanılabilir. 

 

13. Daha ayrıntılı bilgi için, 

Aklınıza takılanlar, merak ettiğiniz noktalar için yukarıda açık ad ve adresleri yazılı 

olan araştırmacılara telefon, e-mail ya da doğrudan görüşme yöntemlerinden herhangi 

birisini kullanarak ulaşabilirsiniz 

 

14. Teşekkür:  

Araştırmamıza katıldığınız için teşekkür ederiz. 
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BU BİLGİLENDİRME FORMU SİZDE KALACAKTIR. ARAŞTIRMAYA 

KATILMAK İSTERSENİZ AŞAĞIDA YER ALAN ONAM FORMUNU 

İMZALAMANIZ GEREKMEKTEDİR.  

 

ONAM FORMU (D2) 

 

Araştırmanın Adı: Romatoid artritli hastalardan elde edilen kan örneklerine ozon 

uygulanmasının DNA hasarına etkisi 

 

 

 Evet  Hayır  

Hasta Bilgilendirme Formunu okudunuz mu?    

Araştırma projesi size sözlü olarak da anlatıldı mı?   

Size araştırmayla ilgili soru sorma, tartışma fırsatı tanındı mı?   

Sorduğunuz tüm sorulara tatmin edici yanıtlar alabildiniz mi?   

Araştırma hakkında yeterli bilgi aldınız mı?   

Herhangi bir zamanda herhangi bir nedenle ya da neden 

göstermeksizin araştırmadan çekilme hakkına sahip olduğunuzu 

anladınız mı?  

  

Araştırma sonuçlarının uygun bir yolla yayınlanacağına katılıyor 

musunuz?  

  

Yukarıdaki soruların yanıtları size kim tarafından açıklandı? Lütfen ismini yazınız. 

 

 

İmza:  

Adı / Soyadı:  

Tarih:  
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8.3. Gönüllü Veri Formu 

ROMATOİD ARTRİTLİ HASTALARDAN ELDE EDİLEN KAN ÖRNEKLERİNE OZON 
UYGULANMASININ DNA HASARINA ETKİSİ 

Hasta No:       Tarih: 
Hasta adı soyadı:      Tel: 
 
        Grubu:   Kontrol  Hasta 
1-Kişisel Bilgiler: 

Cinsiyet:   Alkol  

Yaş:  Gebelik durumu şuan  

Doğum Tarihi:   Sigara  

Meslek:  Egzersiz alışkanlığı  

 
2:İlk muayene 

Boy: Kilo: VKI: 

 
3- Hastalık öyküsü: 

Şikayetlerin ilk başladığı 
tarih: 

 

İlk tanı tarihi:  

 
4- Mevcut sistemik hastalıklar: 

  

  

 
5-Eklem muayenesi: 28 eklem (R/L omuz, R/L dirsek, R/L el bileği, R/L 1.-5.MKF, R/L 1.-5. PİF, R/L diz) 
        Diğer eklemler (R/L TME, R/L SK, R/L ayak bileği, R/L 1.-5. MTF, R/L 1.5. ayak PİF) 

Ağrılı eklem sayısı:   ESR:  

Şiş eklem sayısı:   CRP:  

Hasta global 
değerlendirmesi 

 DAS-28:  

 
Son durum değerlendirilmesi: Linkler kullanılabilir 

WBC  

HGB  

HCT  

MPV  

 
Kullanmakta olduğu tedavi:  

Kortikosteroidler DMARD’lar Anti-TNF’ler 

Prednol  Methotrexate  Remicade  

Deltacortil  Salazopyrin  Remsima  

  Plaquenil  Enbrel  

  Arava  Humira  

    Simponi  

    Cimzia  

 
Diğer 

1- Mabthera                    2-  Orencia                   3-  Actemra                          4- Tofacitinib 
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Şiş Eklemler     Hassas Eklemler 
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8.4. Özgeçmiş  

Kişisel Bilgiler 

Adı Pınar Soyadı YÜKSEL 

Doğum 

Yeri 
Ankara Doğum Tarihi 31.01.1981 

Uyruğu T. C. TC Kimlik No 23164575160 

E-mail pemiyuksel@yahoo.com Tel 05054024926 

Eğitim Düzeyi 

 Mezun Olduğu Kurumun Adı 
Mezuniyet 

Yılı 

Doktora/Uzmanlık   

Yüksek Lisans   

Lisans 
İ. Ü. Cerrahpaşa Tıp. Fak. Tıbbi Biyolojik 

Bilimler 
2003 

İş Deneyimi  

Görevi Kurum Süre (Yıl - Yıl) 

1. Gümrük Muhafaza Memuru Gümrük ve Ticaret Bakanlığı 2006-2016 

2.   - 

Yabancı Dil Sınav Notu# 

KPDS 

 

ÜD

S 

YDS IELTS TOEFL 

IBT 

TOEFL 

PBT 

TOEFL 

CBT 

FCE CAE 

         

 Başarılmış birden fazla sınav varsa, tüm sonuçlar yazılmalıdır  KPDS: Kamu Personeli Yabancı Dil 

Sınavı; ÜDS: Üniversitelerarası Kurul Yabancı Dil Sınavı; YDS: Yabancı Dil Sınavı; IELTS: 

International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-

Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL 
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CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English; 

CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in English 

 

A-Uluslararası ve Ulusal Yayınları/Bildirileri/Diğer: 

 

B-Katıldığı Uluslararası ve ulusal konferans ve kongreler: 

 

C-Sertifikalar: 

 

D-Ödüller: 
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