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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ratlarda Olusturulan Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1 (KOAH) Uzerine
Farkli Kekik Ekstraktlar1 ve Kekik Balinin Etkilerinin Arastirilmasi

Fadime OVALI

DOKTORA TEZI
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI
Prof. Dr. Hiisamettin VATANSEV
KONYA-2025

Bu ¢aligmanin amacti, Origanum onites L, Origanum minutiflorum ve balin KOAH iizerine etkilerini
arastirmaktir. Kontrol (n=6), sham (n=8), Dag kekigi (n=8), Yayla kekigi (n=8) ve Bal (n=8) olarak
gruplar olusturuldu. 15 giinliik Kekik tiirleri ve bal uygulamasi sonras1 CD3*, CD4*, CD8" diizeyleri,
kan gazlari (pH, pCO2, pO2, HCO3, sO2), IL-1a, IL-33, HMGB1, MMP-9, TIMP-1 diizeyleri ve
histopatolojik bulgular degerlendirildi. CD3* (p=0,017) ve CD8" (p=0,03) diizeyleri gruplar arasinda
anlaml farklilik gosterirken, CD4" diizeylerinde anlamli fark bulunamadi (p=0,33). Kan gaz
6l¢timlerinde, sham grubunda pH (p=0,005) ve pCOz (p=0,018) degerleri tedavi sonrasinda kotiilesme
egilimi gosterirken, tedavi gruplarinda pH diizeldi (Dag kekigi p=0,015; Yayla kekigi p=0,012; Bal
p=0,007) ve pCOz azald1 (Dag kekigi p=0,048; Yayla kekigi p=0,001). Dag kekigi (p=0,012) ve Bal
grubunda (p=0,013) pO2 seviyeleri anlaml1 sekilde artarken, Yayla kekigi grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0,072). Bal grubunda sO2’de 6nemli artis goriildii (p=0,024). Yayla
kekigi grubunun IL-1a diizeylerinde sham ve kontrol grubuna kiyasla anlaml diistisii (p<0,05), IL-33
diizeylerinde ise Yayla kekigi grubu ve Bal grubunun sham grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu
(p<0,05) gozlendi. HMGBI1 diizeyleri sham grubunda diger gruplara gore anlamli derecede yiiksekti
(»<0,05). MMP-9 sham grubunda en yiiksek olup, tedavi gruplarinda anlamli sekilde diiserken
(»<0,05), TIMP-1 en yiiksek Bal grubunda, en diisiik sham grubunda bulundu. Sham ve Bal grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05). Histopatolojik incelemede, amfizem derecesi
sham grubunda en yiiksek, Bal grubunda en diisik bulundu (p<0,05). Tim tedavi gruplarinda
inflamasyon skorlar1 sham grubuna oranla diisme egilimindeydi (p>0,05). Lenfoid birikim sadece sham
grubunda goriiliirken, fibrozis ve graniilom higbir grupta tespit edilmedi. Kekik tiirleri ve bal ile tedavi,
deneysel KOAH modelinde inflamasyon, proteaz-antiproteaz dengesi ve gaz degisimi parametrelerini
iyilestirmede énemli potansiyel gostermistir. Ozellikle Yayla kekigi grubu, IL-1a ve MMP-9 diisiisiiyle
on plana g¢ikarken, bal grubu TIMP-1 artis1 ve amfizem skorundaki azalmada etkili olmustur. Bu
sonuglar, dogal {irilinlerin KOAH patogenezinde destekleyici veya tamamlayici tedavi stratejisi
olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: KOAH, origanum onites L, origanum minutiflorum
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Investigation of the Effects of Different Thyme Extracts and Thyme Honey on
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) Induced in Rats
Fadime OVALI
PhD THESIS
DEPARTMENT OF MEDICAL BIOCHEMISTRY
Prof. Dr. Hiisamettin VATANSEV

KONYA-2024

The objective of this study is to investigate the effects of Origanum onites L., Origanum minutiflorum,
and honey on chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The study groups were classified as
follows: Control (n=6), Sham (n=8), Origanum onites L. (n=8), Origanum minutiflorum (n=8), and
Honey (n=8). After a 15-day treatment with origanum species and honey, the levels of CD3*, CD4",
CD8", blood gas parameters (pH, pCO:, pO2, HCOs", sOz), IL-1a, IL-33, HMGB1, MMP-9, and TIMP-
1 were evaluated, along with histopathological findings. Significant differences were observed between
the groups in CD3" (p=0.017) and CD8" (p=0.03) levels, whereas no significant difference was found
in CD4" levels (p=0.33). In blood gas measurements, the sham group exhibited a tendency toward
deterioration in pH (p=0.005) and pCO: (p=0.018) values after treatment, whereas in the treatment
groups, pH improved (Origanum onites L. p=0.015; Origanum minutiflorum p=0.012; Honey p=0.007)
and pCO: decreased (Origanum onites L. p=0.048; Origanum minutiflorum p=0.001). A significant
increase in pO: levels was observed in the Origanum onites L. (p=0.012) and Honey (p=0.013) groups,
whereas no statistically significant difference was found in the Origanum minutiflorum (p=0.072). The
Honey group showed a significant increase in sO: levels (p=0.024). The IL-1a levels in the Origanum
minutiflorum showed a significant decrease compared to the sham and control groups (p<0.05). IL-33
levels were significantly different between the Origanum minutiflorum and Honey groups compared to
the sham group (p<0.05). HMGBI levels were significantly higher in the sham group than in other
groups (p<0.05). MMP-9 levels were highest in the sham group but significantly decreased in the
treatment groups (p<0.05). TIMP-1 levels were highest in the Honey group and lowest in the sham
group, with a statistically significant difference between them (p<0.05). Histopathological analysis
revealed that the degree of emphysema was highest in the sham group and lowest in the Honey group
(»<0.05). Inflammation scores showed a decreasing trend in all treatment groups compared to the sham
group (p>0.05). Lymphoid accumulation was observed only in the sham group, whereas fibrosis and
granuloma were not detected in any group. Treatment with origanum species and honey demonstrated
significant potential in improving inflammation, the protease-antiprotease balance, and gas exchange
parameters in an experimental COPD model. Notably, the Origanum minutiflorum group was
distinguished by its reduction in IL-1a. and MMP-9 levels, whereas the Honey group was effective in
increasing TIMP-1 levels and reducing the emphysema score. These findings suggest that natural
products may serve as supportive or complementary therapeutic strategies in the pathogenesis of COPD.

Keywords: COPD, origanum onites L, origanum minutiflorum
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1. GIRIS

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), kalic1 solunum semptomlar1 ve
hava akimi kisitlanmasi ile karakterize heterojen bir hastaliktir. Hastaligin dogal seyri,
giinliik yasam ve fiziksel aktivitelerde azalma, alevlenmelerin siklig1 ve is ile sosyal
yasam iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle hem hastalar hem de toplum agisindan
onemli bir yiik olusturmaktadir. Bu siireg, siklikla anksiyete ve depresyon gibi
psikolojik rahatsizliklarin  gelismesine de yol a¢maktadir,. KOAH’m temel
semptomlar1 arasinda kronik ve ilerleyici dispne, kronik Oksiiriik, balgam fiiretimi,
gogiiste sikisma hissi ve yorgunluk yer almaktadir. Baz1 hastalarda balgam {iretimi
eslik eden veya etmeyen kronik Oksiiriik aralikli olarak goriilebilir ve hava akim
kisitlanmas heniiz gelismeden, hatta yillar &ncesinde ortaya ¢ikabilir. Ozellikle sigara
kullanan geng bireylerde balgamli 6ksiiriigiin varligy, ilerleyen yillarda KOAH gelisme
riski agisindan 6nemli bir belirtectir (Sandelowsky ve ark 2021).

KOAH patogenezinde kritik rol oynayan temel etkenlerden biri, bronsiyolit
olarak adlandirilan kii¢iik hava yollarindaki kronik inflamasyondur. Hastaligin
baslangic doneminde nétrofilik graniilositler, CD8* lenfositler ve makrofajlar en
onemli bagisiklik hiicreleri olarak tanimlanmis olsa da giiniimiizde eozinofiller gibi
diger immiin hiicrelerin de siirece dahil oldugu bilinmektedir (Barnes 2008). Bu
bagisiklik hiicrelerinin birikimi ve aktivasyonu, inflamatuar medyatorlerin salinimini
tetikleyerek mukus hipersekresyonu, liiminal obstriiksiyon/mukus tikaniklig1 ve doku
hasarina yol agmaktadir. Iltihaplanma siireci, alveoler duvarlarin yikimi ve hava yolu
duvarlarinin kalinlagsmasi ile sonuglanan islevsiz bir onarim ve yeniden sekillenme
mekanizmasi ile birlesmektedir. Pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme ise pulmoner
hipertansiyon ve sag kalp yetmezligi (cor pulmonale) gelisimine neden olabilmektedir.
Ayrica bronsektazi, hastaligin semptom yliikiinii artiran ek bir faktor olarak ortaya
cikabilmektedir (Baraldo ve ark 2012, Barnes 2016, Martinez-Garcia ve Miravitlles
2017).

KOAH tedavisinde temel hedefler; sigaranin birakilmasi veya diger risk
faktorlerine maruziyetin sonlandirilmasi, semptomlarin hafifletilmesi (fiziksel
kapasitenin artiritlmasi ve dispnenin azaltilmasi) ve alevlenme ile mortalite riskinin
diistiriilmesidir. Giiniimiizde kullanilan tedavi yaklasimlarinin biiytik bir b6liimii, hava

akimini iyilestirmeyi amacglayan bronkodilatorler ve kortikosteroidler ile roflumilast
1



gibi antiinflamatuar ajanlar yoluyla inflamasyonu baskilayan farmakolojik yontemleri
icermektedir. Bu tedavi yaklasimlari, hastalarin yasam kalitesini artirirken
semptomlari iyilestirmekte, ayni zamanda alevlenme ve mortalite riskini azaltmaktadir

(GOLD 2021).

Geleneksel tip uygulamalari, KOAH tedavisinde tamamlayici ve destekleyici
bir rol oynayarak semptomlarin hafifletilmesine ve yasam kalitesinin artirilmasina
katki saglayabilmektedir. Fitoterapi, akupunktur, solunum terapileri ve bitkisel
tedaviler gibi alternatif yaklasimlar, 6zellikle farmakolojik tedavilere ek olarak
uygulanmaktadir. Geleneksel bitkisel tedaviler arasinda antiinflamatuar, bronkodilator
ve balgam soktiiriicii 6zellikleriyle bilinen ¢esitli bitki ekstreleri 6ne ¢ikmaktadir

(Chen ve ark 2014).

Bu baglamda, Origanum tiirleri (kekik), KOAHta potansiyel terapétik etkileri
acisindan dikkat ¢eken bitkiler arasindadir. Kekik, baslica fenolik bilegenler
(karvakrol, timol) ve flavonoidler igermekte olup antiinflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal ve bronkodilator etkileri ile bilinmektedir. Kekik ekstresi, solunum
yollarinda mukus sekresyonunu diizenleyerek bronsiyal temizligi kolaylastirabilir ve
hava yollarindaki inflamasyonu azaltarak KOAH semptomlarinin hafifletilmesine
katki1 saglayabilir. Ayrica, kekik bali gibi kekik kaynakli dogal {iriinlerin
antiinflamatuar ve bagisiklik diizenleyici etkileri {izerine yapilan arastirmalar, bu tiir
driinlerin KOAH  yonetiminde destekleyici olarak degerlendirilebilecegini
diistindiirmektedir. Sonu¢ olarak, geleneksel tedavi yaklasimlari, farmakolojik
yontemlere ek olarak KOAH hastalarinin semptom kontroliinii iyilestirmek ve yasam
kalitesini artirmak amaciyla destekleyici bir strateji olarak degerlendirilebilir.
Ozellikle kekik ve tiirevlerinin antiinflamatuar ve bronkodilator etkileri, KOAH’mn
patofizyolojisinde yer alan kronik inflamasyon ve hava yolu daralmasina yonelik

dogal bir alternatif sunabilir (Nabissi ve ark 2018).

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda amacimiz, farkli kekik ekstraktlar1 ve kekik

balinin KOAH {izerindeki etkilerini aragtirmaktir.



1.1.Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), hava yollarindaki (bronsit,
bronsiolit) ve/veya alveollerdeki (amfizem) anormallikler sonucu olusan, kalici,
siklikla ilerleyici hava akimi tikanikligina bagli kronik solunum semptomlar: (dispne,
okstirtik, balgam iiretimi ve/veya alevlenmeler) ile karakterize heterojen bir akciger

hastaligidir (Celli ve ark 2022).
1.1.1. KOAH Epidemiyolojisi

KOAH, diinya genelinde artan bir halk saglig1 sorunu olup, dnemli morbidite
ve mortalite nedenlerinden biridir. 2020 yil1 itibariyle, KOAH, kiiresel olarak yaklasik
3,23 milyon 6liime yol agmistir ve bu 6liimlerin biiyiik bir kismi diisiik ve orta gelirli
iilkelerde gerceklesmistir (GOLD 2021). Diinya Saglik Orgiitii’niin tahminlerine gére
KOAH, 2030 y1lina kadar diinya genelinde 6liime yol agan hastaliklar arasinda tigiincii
siraya ylikselecektir (WHO 2020).

KOAH prevalansi bolgesel farkliliklar gostermektedir ve 6zellikle sigara igme
oranlarinin yiiksek oldugu iilkelerde daha yaygindir. Sigara tiiketimi, KOAH
gelisiminde en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Sigara icen
bireylerde KOAH gelisme riski igmeyenlere kiyasla yaklasik 10 kat daha fazladir
(Fallahzadeh ve ark 2022).

Diger bir 6nemli risk faktorii ise hava kirliligidir. Havadaki ince partikiil
maddeler ve nitrojen dioksit (NOy) gibi kirleticiler, KOAH gelisim riskini artirmakta
ve hastaligin seyrini kétiilestirmektedir. Cin’de yapilan bir kohort ¢alismasi, yiliksek
diizeyde hava kirliligine maruz kalan bireylerde KOAH riskinin anlamli sekilde
arttigin1 ortaya koymustur (Wang et al., 2021). Ayrica biyokiitle yakit1 kullanima,
ozellikle gelismekte olan {ilkelerde dnemli bir risk faktorii olarak one ¢ikmaktadir

(Salvi ve ark 2018).

Genetik yatkinlik da KOAH 1 gelisiminde rol oynayan bir diger faktordiir.
Alfa-1 antitripsin eksikligi, KOAH i¢in bilinen genetik bir risk faktoriidiir ve hastalik

gelisimine katki saglamaktadir. Bu nedenle, KOAH’1in sadece cevresel faktorlere



degil, ayn1 zamanda genetik faktorlere de dayandigi vurgulanmaktadir (Silverman
2020).

Son olarak, yaslanma da KOAH’1n prevalansini artiran énemli bir faktordiir.
Yasla birlikte akciger fonksiyonlarinda meydana gelen dogal azalma, KOAH riskini
artirmaktadir. Yapilan caligmalarda, 65 yas tizeri bireylerde KOAH prevalansinin daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. KOAH'taki morbidite ayrica sigara i¢me, yaslanma
ve/veya KOAH ile iligkili kronik durumlardan (6rn. kardiyovaskiiler hastalik, kas-
iskelet sistemi bozuklugu, diabetes mellitus) da etkilenebilir (GOLD 2024).

1.1.2. KOAH Etiyolojisi

KOAH etiyolojisi, hastaligin gelisiminde rol oynayan karmasik gen-cevre
etkilesimlerine dayanmaktadir. En yaygin neden olarak tiitiin dumani inhalasyonu 6ne
ciksa da ¢esitli inhalasyonel maruziyetler ve molekiiler yollar hastaligin farklh
fenotiplerine yol acabilmektedir. KOAH gelisiminde sigara dumani, mesleki
maruziyetler, genetik yatkinlik, asttim ve hava kirliligi gibi etkenler énemli roller
oynamaktadir. Bununla birlikte, kii¢iik hava yollar1 hastalig1 gibi spesifik patolojik
siireglerin KOAH fenotiplerini nasil sekillendirdigi konusunda 6nemli ilerlemeler

kaydedilmistir (Corlateanu ve ark 2020, Curtis 2023).

Son donem arastirmalarinda, KOAH’ 1n etiyolojisi sadece sigara igimine baglh
degildir. GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) 2023 raporu,
KOAH nedenlerini yeni "etiyotipler" altinda siniflandirmaktadir. Bu siniflamalar,
genetik faktorlere bagli KOAH, akciger gelisimindeki bozukluklara bagli KOAH,
sigara i¢imine baglt KOAH, biyokiitle ve hava kirliligine bagli KOAH, enfeksiyonlara
baglit KOAH ve astimla iliskili KOAH gibi farkl alt gruplar icermektedir (GOLD
2023). Bu ¢oklu faktdrlerin yani sira, bazi bireylerde genetik yatkinlik KOAH gelisme
riskini artirmaktadir. Ozellikle, ol-antitripsin eksikligi gibi genetik faktérler, sigara
icilmese bile KOAH gelisimine neden olabilir. Ayrica, biyokiitle yakitlarina ve mesleki
tozlara uzun siireli maruziyet de KOAH riskini artiran diger ¢evresel faktorler arasinda
yer almaktadir (Corlateanu ve ark 2020, Curtis 2023). Bu faktorler, KOAH’1n farkli
fenotiplerle seyretmesine yol agar. Ornegin, kii¢iik hava yolu hastahig, KOAH 1n

erken evrelerinde goriilen bir fenotip olup, hastalifin progresyonunu anlamada ve



kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarini gelistirmede 6nemli bir rol oynamaktadir

(Curtis 2023).

Tablo 1. KOAH etiyolojisinin dzeti.
Faktorler Aciklama

Sigara Kullanim KOAH gelisiminde en 6nemli risk faktoriidiir.

Mesleki Maruziyetler | Toz, kimyasal maddeler gibi zararli maddelere
maruziyet hastalik riskini artirir.

Hava Kirliligi Havadaki Kkirleticilerin uzun siireli maruziyeti
KOAH'a neden olabilir.

Genetik Faktorler Genetik yatkinlik hastalifin  gelisiminde rol
oynayabilir.

Enfeksiyonlar Tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlar1 akciger

hasarina yol agabilir.

Diisiik Sosyoekonomik | Diisiik yasam standartlar1 ve saglik hizmetlerine
Durum erisimdeki kisithilik KOAH riskini artirir.

1.1.3. KOAH Patolojisi

KOAH olan hastalarda hava yollari, akciger parankimasi ve pulmoner
damarlarda c¢esitli patolojik degisiklikler gozlemlenmektedir. Bu degisiklikler, hava
akimi tikanikliginin siddetiyle artan inflamatuar ve yapisal degisiklikleri igermekte

olup, sigara birakildiktan sonra bile devam edebilir (Barnes 2014, 2016).

KOAH'l1 hastalarin akcigerlerinde gézlemlenen inflamasyon, genellikle sigara
dumant gibi kronik tahrig edici maddelere karsi normal inflamatuar yanitin
degisikligini yansitmaktadir. Bu artisin mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamis
olmakla birlikte, genetik faktorlerin de rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Hastalik,
periferik hava yollarinda, akciger parankimasinda ve pulmoner damarlarda, artan
makrofaj sayisi, aktive olmus nétrofiller ve lenfositlerle karakterizedir. Bu inflamatuar
hiicreler, epitel hiicreleriyle etkilesime gegerek kemotaktik faktorler ve proinflamatuar
sitokinler gibi bir dizi inflamatuar madde salarak inflamatuar siireci gii¢clendirir ve

yapisal degisiklikleri tetikler (Barnes 2014, 2016).



Ayrica, akciger iltihabinin sigaray1 biraktiktan sonra devam etmesi, heniiz net
olmayan mekanizmalar aracilifiyla gergeklesebilir. Otoantijenlerin ve akciger
mikrobiyomundaki bozukluklarin bu siiregte rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir.
KOAH'1 bireylerde sistemik inflamasyon da gozlemlenebilir ve bu durum, genellikle
bu hastalarda goriilen komorbid kosullarda 6nemli bir etken olabilir. Sigara ile iligkili
olmayan KOAH taki inflamatuar yanit ise heniiz az karakterize edilmistir (Lee ve ark

2007, Sze ve ark 2015, Barnes 2016).

KOAH ve astim her ne kadar solunum yollarinda kronik iltihap ile iligkili olsa
da bu iki hastaligin inflamatuar hiicreleri ve mediatdrleri arasinda belirgin farkliliklar
bulunmaktadir. Ancak bazi KOAH hastalarinda astima benzer sekilde artan

eozinofiller ve ILC2 hiicreleri ile ilgili inflamatuar bir profil gézlemlenebilmektedir.

Bunun yani sira, oksidatif stresin de KOAH'In patofizyolojisine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Oksidatif stresin biyobelirtecleri, 6rnegin hidrojen
peroksit ve 8-izoprostan, KOAH'li hastalarin ekshalasyonla elde edilen nefes
kondensatinda, balgaminda ve sistemik dolagiminda artis gostermektedir. Oksidatif
stresin alevlenmeler sirasinda daha da arttigi gozlemlenmektedir. Oksidanlar hem
sigara duman1 hem de diger solunan partikiiller tarafindan iiretilmekte ve makrofajlar
ile notrofiller gibi aktive inflamatuar hiicrelerden salinmaktadir (Menezes ve ark 2007,

Malhotra ve ark 2009, GOLD 2024).

KOAH hastalarinin akcigerlerinde, inflamatuar ve epitel hiicrelerden salinan
proteazlar ile bu enzimlerin etkisini sinirlayan antiproteazlar arasinda bir dengesizlik
olduguna dair giiclii kanitlar mevcuttur. Bu dengesizlik, bag dokusu bilesenlerinin
pargalanmasina yol acar. Ozellikle akciger parankimasinda yer alan énemli bir bag
dokusu proteini olan elastinin proteazlar aracilifiyla yikilmasi, amfizem gelisiminin
temel ozelliklerinden biridir. Ancak elastin yikiminin hava yolu degisikliklerine nasil

etki ettigi konusu hala karmasik ve belirsizdir (STOCKLEY 1999, Johnson 2016).

KOAH hastalarinda ve asemptomatik sigara kullananlarda, peribronsiyolar
fibrozis ve interstisyel opasiteler siklikla rapor edilmistir. Sigara icen bireylerde ve
KOAH'1 hastalarda, asir1 biiyiime faktorii iiretimi de gdzlemlenmistir. Inflamasyonun,
fibrozis olusumundan 6nce baslayabilecegi veya hava yolu duvarindaki tekrarlayan

hasarin, asir1 kas ve lifli doku iiretimine neden olabilecegi diistiniilmektedir. Bu siirec,
6



kiigtik hava yollarinda tikaniklik gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica, akciger damar
yapist da KOAH hastalarinda, hatta hafif semptomlar1 olanlarda bile, belirgin sekilde
degisiklige ugrayabilir (GOLD 2024).

1.1.4. KOAH Patogenezi

KOAH, esas olarak kii¢ciik hava yollar1 ve alveoller iizerinde etkili olan
ilerleyici ve kronik bir hava yolu inflamasyon hastaligidir. Patogenezinde iki temel ve
birbiriyle baglantili mekanizma 6n plana ¢ikar: stirekli inflamasyon ve oksidatif stresin
neden oldugu oksidan-antioksidan dengesizligi. Astimda goriilen inflamasyon,
steroidlere duyarli eozinofil ve mast hiicrelerini igerirken, KOAH’ta inflamasyon
hiicreleri steroid tedavisine karst direng gosterirr. KOAH’ta inflamasyona katki
saglayan baslica hiicreler nétrofiller, makrofajlar ve lenfositlerdir. Bu hiicreler,
sitokinler, kemokinler ve kemoatraktanlar gibi ¢esitli inflamasyon medyatdrlerini
serbest birakarak kontrolsiiz bir inflamasyon zincirine yol acar. Noétrofiller, IL-8 ve
LTB4 gibi kemoatraktanlar salarak daha fazla nétrofilin bolgeye ¢ekilmesini saglar.
Notrofiller tarafindan salgilanan elastaz, proteinaz-3, katepsin G, katepsin B ve matris
metaloproteinazlar (MMP), akcigerin elastik dokusunda hasara yol acgabilir (Stockley
2002).

Makrofajlar, 1L-8, IL-6, IL-10, TNFa ve LTB4 gibi cesitli sitokinler ve
kemokinler salgilar. Ayrica, reaktif oksijen tiirleri ile MMP-2, MMP-9, MMP-12,
MMP-14 gibi yiiksek elastolitik aktiviteye sahip proteinazlar ve katepsin K, L, S gibi
elastinolitik sistein proteinazlar salgilayarak inflamasyon hiicrelerinin ¢ekilmesini ve
aktivasyonunu destekler. CD8+ lenfositler, alveoler epitel hiicrelerinin apoptozunu
tetikleyebilen perforin ve granzim B gibi zararli enzimler salgilarken, CD4+ lenfositler
ise akciger dokusunda otoimmiin tepkilere neden olabilir. KOAH ile iligkili diger
patolojik degisiklikler arasinda antiproteazlarin ve ylizey aktif maddelerin oksidatif
inaktivasyonu, mukus asir1 salgilanmasi, membran lipid peroksidasyonu, alveoler
epitel hasari, ekstraseliiler matriksin yeniden sekillenmesi ve apoptoz, elastin ve
kollajen sentezinin azalmasi, bu yapisal proteinlerin pargcalanmasi ve steroidlere karsi

direng gelismesi yer alir (Brashier ve Kodgule 2012).



1.1.5. KOAH Patofizyolojisi

KOAH taki iltihaplanmanin patolojik etkileri, hastaligin dogal seyrinde yasam
kalitesi ve hayatta kalim tizerinde olumsuz etkisi olan c¢esitli fizyolojik degisikliklere
yol acar. Ilk olarak, elastin proteolizi akcigerlerdeki elastik geri tepme basincinin
azalmasina neden olur. Bronsiyollerdeki hava akisinin ve biitiinliigiiniin biiytiik 6l¢iide
cevreleyen elastik dokunun sagladigi elastik gerilimle desteklendigi diisiiniiliirse,
elastine verilen zarar, bronsiyollerde hava akisinin azalmasi ve hava tutulmasi ile hava
yollarinin belirgin sekilde daralmasina yol acar. ikinci olarak, hava yollarinmn fibrotik
yeniden sekillenmesi, bronkodilator ilaglarla dahi tam olarak geri dondiiriillemeyen
sabit hava yolu daralmasima ve hava yolu direncinin artmasima neden olur. Ugiincii
olarak, amfizem gibi histolojik 6zellikler ve gaz degisimi ile ventilasyon-perfiizyon
dengesizligi gibi fizyolojik degisiklikler sonucu alveollerin yiizey alaninin azalmasi
s0z konusudur. Amfizem ayrica akciger elastik geri tepme basincini diisiiriir ve bu da
dar ve zayif destekli hava yollarinda ekspiratuvar diisiikk basinca bagl olarak hava
akiminda belirgin bir direng artisina neden olur (O'donnell ve Laveneziana 2006,

Brashier ve Kodgule 2012).

KOAH’a 6zgii kalict hava yolu tikaniklig1, hastaligin teshisinde ve hastalik
siddetinin belirlenmesinde 6nemlidir ve kiiciik hava yollarinda iltihaplanma (mukoza
O0demi, fibrotik yeniden sekillenme ve mukus birikimi) ve muhtemelen artmisg
kolinerjik hava yolu kas tonusu gibi durumlari yansitir. Azalan hava yolu genisligi ve
artan hava yolu direnci nedeniyle 6zellikle ekspirasyon sirasinda hava akimi azalir, bu
da akcigerlerden havanin atilmasimi zorlagtirir. KOAH’in bu fizyolojik 6zelligi,
genellikle birinci saniyedeki zorlu ekspiratuvar volim (FEV1) ile zorunlu vital
kapasite (FVC) oraninin 0,7 nin altina diismesi (FEV1/FVC <0,7) ile belirlenir. FEV1
degerindeki azalma, hava yolu tikanikliginin karakteristik bir isaretidir ve KOAH’ta
genellikle FEV1’de yillik 50-60 ml’lik bir diisiis goriiliir; bu oran saglikli bireylerde
ise y1lda 20-30 ml kadardir (GOLD 2024).

Akciger hiperinflasyonu veya hava tutulmasi, KOAH patofizyolojisinin ayirt
edici Ozelliklerinden biridir. Pek ¢ok KOAH hastasinda, detayli fizyolojik inceleme
gerektiren ve rutin klinik pratikte genellikle tespit edilemeyen altta yatan

hiperinflasyon mevcuttur. Hiperinflasyon, dispne, diisik yasam kalitesi ve
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beklenmedik hastalik seyri gibi KOAH ile iligkili sorunlarin ana nedenidir. Elastin
hasart ve hava yollarmin daralmasi, hava hapsinin baglica nedenleri arasindadir.
KOAH’ta goriilen fig1 gogiis deformitesi, akcigerlerin hiperinflasyonuna baglanir.
Akciger elastik geri tepme basinglari, ekspirasyon sirasinda havay1 kiiciik hava yollari
ve alveollerden disar1 atmaya calisan baslica kuvvetlerdir ve bu kuvvetler torasik
duvarin disa dogru geri tepme basinglarna karsi koyar. Ekspirasyon sonunda bu
kuvvetlerin dengelenmesiyle akcigerlerde kalan hava hacmine fonksiyonel rezidiiel
kapasite (FRC) adi verilir. KOAH’ta elastik dokunun zayiflamasi, ice dogru yeterli
elastik geri tepme basinglarinin olugmasini engeller ve bu durum, hiperinflasyona
neden olarak daha biiyiik bir FRC’ye yol agar (Ferguson 2006, Brashier ve Kodgule
2012).

Hiperinflasyon dinamik bir 0Ozelliktedir ve hastaligin her asamasinda
goriilebilir. Genellikle ekspiratuar akis sinirlamalari, anksiyete, KOAH alevlenmeleri
ve oksijen ihtiyacini artiran aktiviteler sirasinda belirgin hale gelir. Her nefes sirasinda,
ekshalasyon tamamlanmadan inhalasyon baglarsa, her nefeste artan hava hapsi
meydana gelir. Bu durumda FRC artar ve inspirasyon kapasitesi azalir. Yiikselen FRC,
inspirasyon rezerv hacimlerini asarak ilave ventilasyon iiretimini zorlastirir. Ayrica,
FRC, artik gogiis duvart ve akciger geri tepmesi arasindaki pasif denge noktasinda

gerceklesmez, pozitif son ekspirasyon basincinda (PEEP) meydana gelir.

Bu néromekanik ayrisma, artan ventilasyon ihtiyact ve solunum kaslarinin
etkinliginin azalmasiyla birlestiginde, KOAH hastalarinda nefes darliginin ana
nedenlerinden biridir. Dinamik hiperinflasyon sirasinda artan i¢sel PEEP, diyaframin
mekanik olarak dezavantajli bir pozisyonda kalmasina neden olur, kasin g¢alisma
uzunlugunu kisaltir ve diyaframin farkli kisimlar1 arasindaki mekanik uyumu bozar.
Bu durum, diyaframin kasilma giiciinii ve olusan transdiyaframatik basinci kademeli
olarak disiiriir. Diyaframin bu degisen islevi, KOAH alevlenmeleri sirasinda
hastalarda ciddi sorun ve yaklasan solunum yetmezligine yol acabilir. Bu nedenle,
KOAH tedavisinde kullanilan fizyoterapi yaklasimlar1 6zellikle diyaframin giiclinii ve
kasilma kapasitesini artirmaya odaklanmalidir (O'donnell ve Laveneziana 2006,

Brashier ve Kodgule 2012).



1.1.6. Sitokinlerin KOAH’taki Onemi

IL-1'in artan ekspresyonu ve salinimi, KOAH" olusturan ¢esitli fenotiplerde,
ozellikle kiiclik hava yolu hastalig1 ve amfizemat6z yikim gibi durumlarda énemli bir
rol oynamaktadir. Ozellikle, IL-1a ve IL-1p'nin mRNA ve protein diizeyleri, sigara
icme durumundan bagimsiz olarak saglikli bireylerle karsilastirildiginda KOAH
hastalarinin serumunda, akciger biyopsilerinde ve balgaminda belirgin sekilde artig

gostermektedir (Osei ve ark 2020).

KOAH'ta IL-1 artiginin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak amaciyla hem in
vitro hem de in vivo modeller kullanilmistir. Sigara dumani, partikiil madde gibi zararl
bilesenler ve ¢esitli enfeksiydz ajanlara maruziyet sonrasinda, hava yolu epiteli ve
makrofajlardan IL-1'in in vitro ekspresyonunun ve saliniminin arttig1 gosterilmistir.
Ayrica, fareler lizerinde yapilan in vivo ¢alismalarda sigara dumanina maruz kalmanin
IL-1a ve IL-1B salinimin artirdigt bulunmustur (Suwara ve ark 2014, Uh ve ark 2017,
Osei ve ark 2020).
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Substance P

COL-I |

Sekil 1.1 IL-1 ailesi. (D'Addona ve ark. 2017’den modifiye edilip Canva

programinda ¢izildi.)

Sekil 1.1°de de goriildigii gibi IL-1a, IL-18 ve IL-33, MAPK'larin aktivasyonu
yoluyla birlesik bir sinyal yolu ile, agrinin artmasina ve ekstraseliiler matriksin

bozulmasina neden olan inflamasyon medyatorlerini uyarir.

Sigara dumanina maruz kalma, TLR4/MyD88'e bagimli bir mekanizma ile
bronkoalveolar boslukta ve akciger parankimasinda IL-1a ve pro-IL-1f seviyelerinin
yiikselmesine yol agmaktadir. Bunun yani sira, sigara dumaninin neden oldugu akciger

iltihabinin NLRP3 (NOD-benzeri reseptor ailesi, pirin domain igeren 3) inflamazomu
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ve kaspaz-1'den bagimsiz oldugu gosterilmistir; bu durum, IL-la'nin bagimh
oldugunu, ancak IL-1p sinyallemesine bagli olmadigini ortaya koymaktadir. Baska bir
arastirmada, farelerde kaspaz-1'in nakavt edilmesi ve notralize edici antikor
uygulanmasi, sigara dumanina bagh akciger iltihabinin ve nétrofil akisinin IL-1a'ya
bagli, IL-1B'ye baglh olmadigini ortaya koymustur. IL-1 sinyalizasyonunun in vivo
kosullarda KOAH'ta hava yolu yeniden sekillenmesi ve amfizem gelisiminde rol

oynadig1 bilinmektedir (Doz ve ark 2008, Osei ve ark 2020).
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sIL-1RacP NO

inflamasyon

Plazma membram

IL-1RII
o ®
o | |
Pro-kaspaz-1( iy g_ 1 ﬂ‘
l o _©
, ® © -
Pro-IL-18 U@ ——— ® NfkB-1kB P
/T p
®
Niiklear membra P llKK /
| " 1
Pro-IL-18 | I
| IL-1 salinimy; a
| ~Hiicre lizizi Nﬂ‘B\\»
/VI;QO( ) : -Salgilayici lizozomlar
. -Mikrovezikiil sa¢ilmasi \

_________

Niiklear membran
N\

~

Plazma membrani

Sekil 1.2 IL-18 sinyal yollari. (Murray ve ark. 2015’ten modifiye edilip

Canva programinda ¢izildi.)

Bir uyarana yanit olarak IL-1p kodlayan genin transkripsiyonu baslatilir. IL-
1B, inaktif bir 6ncii protein (pro-IL-1f) formunda sentezlenir ve bu dncii form, kaspaz-
1 tarafindan kesilerek aktif IL-1B'ye dontstiiriiliir. Aktif IL-1f’nin salinimi ¢esitli
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faktorler tarafindan uyarilabilir veya inhibe edilebilir. Salindiktan sonra IL-1f, IL-1
reseptor aksesuar proteini (IL-1RACcP) ile birlikte IL-1 reseptor tip I (IL-1RI) {izerine
baglanarak sinyal iletimini baglatir. Bu siireg, miyeloid farklilasma birincil yanit
proteini 88 (MyD88), IL-1 reseptdr iliskili kinazlar (IRAK-1 ve IRAK-2) ve tiimor
nekroz faktorii reseptdr iligkili faktér 6 (TRAF-6)'nin bir araya gelmesiyle devam eder.
Bu sinyalizasyon zinciri, niikleer faktor kappa B (NFkB)nin IxkB proteini ile
olusturdugu kompleksten serbest birakilarak aktivasyonunu tetikler. Bunun aksine, IL-
1 reseptor tip II (IL-1RII) sinyal iletimini indiiklememektedir (Sekil 1.2) (Murray ve
ark 2015).

IL-33, tip 2 bagisiklik yanitlarinda ve hastalik patogenezini etkileyebilen
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu, gogili ve birikiminde énemli bir rol oynayan bir
alarmin ve pleiotropik sitokindir. KOAH hastalarinin akciger biyopsi drneklerinde,
epitel ve endotel hiicrelerinde, serum veya plazma diizeylerinde ve balgamda 1L-33
seviyelerinin arttigt ve bunun da azalmis akciger fonksiyonu ile iligkili oldugu
goriilmektedir. Ayrica, sigara dumanina maruz kalan KOAH hayvan modellerinde de
akciger IL-33 seviyelerinin yiikseldigi tespit edilmistir. Bu veriler, KOAH'l1 hastalarda
IL-33"i hedeflemenin potansiyel olarak faydali olabilecegini diisiindiirmektedir (Kim

ve ark 2021).
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Sekil 1.3 Kronik solunum bozukluklarinin indiiksiyonu ve siirdiiriilmesinde

IL-33’{in molekiiler fonksiyonu. (Gabryelska ve ark. 2019°dan modifiye edilip Canva

programinda ¢izildi.)

IL-33 sinyal yolu, sitokinin ST2 reseptoriine baglanmasiyla baslamaktadir

(Sekil 1.3.). Bu reseptoriin transmembran formu, sST2 ile aynt mRNA'dan tiretilmekte

olup, farkli bir promotdr ve transkriptin alternatif eklenmesi yoluyla ayrim

yapilmaktadir. IL-33'tin ST2'ye baglanmasinin ardindan, IL-1 reseptdr aksesuar
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proteini (IL-1RAcP) devreye girmektedir. Bu siire¢, miyeloid farklilagma birincil yanit
proteini 88 (MYDS8), IL-1R ile iligkili kinaz 1 ve 4 (IRAK1, IRAK4) ve timor nekroz
faktorii (TNF) reseptorti ile iliskili faktér-6 (TRAF6) igeren bir heterodimerik sinyal
kompleksinin olusumuyla devam etmektedir. Bunun sonucunda niikleer faktér kB
(NF«B) transkripsiyonu, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38 gibi mitojenle aktive
olan protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonu gerceklesir. Bu mekanizmalar, sinyal
yolunun amplifikasyonu, hiicre sagkalimu, sitokin salgilanmasi (6rnegin IL-4, IL-5 ve
IL-13) ve amfiregulin (AREG) ekspresyonu gibi biyolojik  siiregleri
yonlendirmektedir. Sadece ST2+ hiicreler IL-33 uyarimina yanit verebilmektedir. Bu
yamitin tiirii, uyarilan hiicre tiiriine bagl olarak degisiklik gdstermektedir. Ornegin, T
yardimci 2 (Th2) hiicreleri IL-5 ve IL-13 salgilayarak yanit verirken, mast hiicreleri
IL-4, IL-5 ve IL-6 dahil olmak tiizere farkli bir sitokin profili salgilamaktadir.
Notrofiller ise IL-33 uyarimi sonrasinda kemotaksi yoluyla go¢ ederken, eozinofiller
degraniilasyon ve reaktif oksijen tilirleri (ROS) {iretimi ile yanmit vermektedir.
Makrofajlar ise IL-33'e yanit olarak alternatif olarak aktive edilmis bir fenotip
gelistirmektedir. Ayrica, IL-33'lin diizenleyici T lenfositlerinde (Treg'ler) NFkB ve
p38'1 aktive ettigi ve bu aktivasyonun ST2+ Treg'lerin genislemesine yol agtigi
gosterilmistir. Ek olarak, IL-33, TGF-f araciligiyla Treg farklilagsmasini da tesvik
etmektedir. Bununla birlikte, Treg'lerin MYD88 araciligiyla aktivasyonu yalnizca IL-
33/ST2'dan bagimsiz yollarla gozlenmistir. Treg'lerin islevlerinin IL-33/ST2-
MYD88'e bagl yollarla etkilenip etkilenmedigi ise heniliz netlik kazanmamistir
(Gabryelska ve ark 2019).

IL-33’iin molekiiler fonksiyonunun kronik solunum hastaliklarinin (astim,
KOAH ve OSA) baslatilmast ve siirdiiriilmesindeki temel yonleri Sekil 1.3°te

gosterilmektedir.
1.1.7. MMP-9 ve TIMP-1’in KOAH’taki Rolii

KOAH, ozellikle sigara duman1 gibi zararli maddelere maruz kalma sonucu
geri dondiiriilemez sekilde ilerleyen, inflamatuar bir hava yolu hastaligidir. Sigara
dumanina kars1 gelisen bu hava yolu iltihabi, akciger parankimasinin hasar gérmesine
ve bunun sonucunda amfizemin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Arastirmalar, KOAH'ta

gozlemlenen patolojik siireclerde proteazlarim onemli bir rol oynadigni ortaya
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koymaktadir. KOAH ve amfizem gelisiminde, matriks metaloproteinazlar (MMP'ler)
ile onlarin inhibitérleri olan doku inhibitérleri (TIMP'ler) arasindaki dengenin
bozulmasi temel bir mekanizma olarak kabul edilir (Zhou ve ark 2017). MMP'ler,
metzincin siiper ailesine ait ¢inko iceren endopeptidazlardan olusan bir
metalloproteinaz grubudur. Bu diizenleyici proteazlar, ekstraseliiler matris (ECM)
proteinlerini par¢calamak icin farkli substrat 6zgiilliiklerine sahip ECM diizenleyicileri
olarak islev goriir. Yaklasik 20 ¢esit MMP tanimlanmis olup, kromozomlardaki gen
bolgeleri ve substrat tercihleri bazinda smiflandirilmiglardir. MMP'ler, substrat
tercihleri, hiicresel lokalizasyonlar1 ve yapisal 6zelliklerine gdre alt1 ana gruba ayrilir:
kolajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler, matrilizinler, membran tipi MMP'ler ve
digerleri. TIMP'ler ise aktif MMP'lere baglanarak onlar etkisiz hale getiren endojen
antagonistlerdir. MMP'lerin aktivitesi, akciger parankimasiin yikimi ve amfizem
gelisiminde kritik rol oynar. MMP'lerin biiyiik bir kism1 sigara dumani ve oksidatif
stres gibi faktorler tarafindan aktive edilir ve bu enzimler ¢esitli stromal hiicrelerin
yani sira KOAH'ta 6nemli rol oynayan nétrofiller ve alveoler makrofajlar tarafindan
gretilir. Son calismalar, Ozellikle MMP-9 diizeylerinin, KOAH'li bireylerin
bronkoalveolar lavaj sivisinda saglikli kontrollere gore arttigint ve hem MMP-9'un
hem de onun inhibitorii olan TIMP-1'in kronik bronsit balgaminda yiiksek seviyelerde
bulundugunu gdstermektedir. Bu durum, akciger fonksiyonunun azalmasiyla
iligkilendirilmisti. MMP-9, akcigerin ekstraseliiler matriks yapisinin yeniden
sekillenmesi, doku onarimi ve yaralanmaya yanit olarak gelisen inflamasyonu
diizenlemede 6nemli bir rol oynayabilir. Bununla birlikte, MMP-9'un kronik obstriiktif
akciger hastalig1 gibi ¢esitli akciger hastaliklarinin patogenezine de katkida bulundugu
ortaya koyulmustur (Mercer ve ark 2005, Esa ve ark 2014, Li ve ark 2016, Zhou ve
ark 2017, Dimic-Janjic ve ark 2023).

1.1.8. HMGBYT’in KOAH’taki Rolii

Hava yolu iltihabi, KOAH'!n baslica mekanizmalarindan biri olup, yiiksek
hareketlilik grubu kutusu 1 (HMGBI1) bu siiregte 6nemli bir rol oynayan temel
bagisiklik ve iltihap faktorlerinden biridir. HMGBI, seri olarak diizenlenmis ii¢
alandan olusur: kisa ve esnek bir baglayici, A ve B kutular1 ve 30 glutamat veya
aspartat kalintist igeren bir C-terminal kuyrugu. Bu molekiil, cesitli hiicre ylizey

reseptorleri araciligiyla sinyal iletimini saglar. Ileri glikasyon son iiriinlerinin reseptdrii
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(RAGE) ve Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) gibi reseptorlerle etkilesime girebilir,
ozellikle kutu B bolgesi TLR4'e baglanabilir.

HMGB1'in KOAH'ta patolojik degisikliklere katkida bulundugu bilinmektedir,
clinkii ana gorevi hava yolu iltihabini tetiklemektir. HMGB1, RAGE ve TLR4 ile
dogrudan etkilesime gegerek, KOAH'm hava yolu iltihabinin gelisiminde
proinflamatuar ve kemotaktik bir araci olarak islev gorebilir. Ayrica, RAGE ve TLR4,
bagisiklik hiicreleri iizerindeki reseptorler olarak gorev yaparak, hava yolu epitelinin

bagisiklik ve iltihap yanitini diizenleyebilir (Lin ve ark 2022).
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Sekil 1.4 HMBG1’in salinimi ve sinyal yollar1. (Yuan ve ark. 2020’den modifiye

edilip Canva programinda ¢izildi.)

hiicre disina iki mekanizma ile salinir:

Sekil 1.4’te de goriildiigii gibi HMGBI,

pasif salimim (hasarli veya nekrotik hiicrelerden) ve aktif salinim (bagisiklik
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hiicrelerinden). Enfeksiyon ve yaralanma gibi durumlarda, HMGBI, hiicre dis1

ortamda inflamatuar yanitlar1 baglatir.

HMGBI, reseptorler (RAGE, TLR2, TLR4 ve TLRY) ile etkileserek NF-kB
yolunu aktive eder. Bu siirecte NF-xB ¢ekirdege tasinir ve DNA ile etkilesime girerek
inflamatuar genlerin ekspresyonunu diizenler. Ayrica HMGB1, CXCL12/CXCR4 ile

baglanarak kemotaksis ve inflamatuar hiicrelerin birikimini destekler.

Aktive edilmis NF-kB yolu, HMGB1 in niikleer asetilasyonunu ve saliimin
artirt. RAGE'ye baglanan HMGBI1, PPAR-y aktivasyonu ile HMGBI1-RAGE
aktivitesini baskilayabilir. Ote yandan, HMGB1’in TIM-3 ile etkilesimi, VEGF

salgilanmasini artirarak tiimor anjiyogenezini destekler.

Bu siiregler, inflamasyon, hiicresel go¢ ve doku onarimi gibi biyolojik

yanitlarin diizenlenmesinde kritik rol oynar.

Ekstraseliiler HMGBI, ¢esitli sinyal yollarin1 aktive ederek yanitlar olusturur.
HMGBI1, TLR2, TLR4, TLR9 ve RAGE reseptorleriyle etkilesime girerek sitokin
iiretimini, hiicre go¢linii, proliferasyonu ve farklilagmayi indiikler. Sitokin tiretiminin
indiiklenmesi, HMGB1’in Cys23 ve Cys45 arasinda disiilfid bagi ve Cys106’nin
indirgenmis formda olmasini gerektirir. Ancak, HMGB1'in diger reseptorlerle olan

etkilesimlerindeki redoks modifikasyonlarinin etkisi heniiz bilinmemektedir.

HMGBI1, dogrudan reseptor etkilesimlerine ek olarak, secilmis ligandlarla
kompleksler olusturabilir ve bagl ligandin indiikledigi yanitlar1 gii¢lendirebilir. Bu
sinerjinin molekiiler mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olsa da ligand reseptdrii
izerinden sinyal gereksinimi ve TLR2, TLR4 veya RAGE'in HMGB1 baglayici ortak

reseptorler olarak gdsterilmistir (Sekil 1.5).

HMGBI1 ayrica CD24 ve Siglec-10 ile tli¢lii bir kompleks olusturarak, inhibitor
bir reseptor olan Siglec-10'u aktive edebilir ve boylece aktif reseptorlerden gelen

sinyalleri baskilayabilir (Harris ve ark 2012).
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Sekil 1.5. Ekstraseliiler HMGB1’in ¢esitli sinyal yollari. (Harris ve ark.
2012’den modifiye edilip Canva programinda ¢izildi.)

1.1.9. KOAH’ta T Hiicrelerinin Onemi ve immun Yanit

KOAH, kronik inflamasyon ve hava yolu daralmasi ile karakterize bir solunum

yolu hastaligidir. T hiicreleri, 6zellikle CD3*, CD4" ve CD8" hiicreleri, KOAH'n
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patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Bu hiicrelerin rolii ve sayisindaki degisiklikler,
hastaligin ilerlemesi ve siddetiyle iliskilidir. CD3", T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
bir igaretleyicidir ve tiim T hiicre popiilasyonunu tanimlar. KOAH’ta, hava yollarinda
ve akciger dokusunda CD3" T hiicrelerinin sayisinda artis goézlenmistir. Bu artis,
kronik inflamatuar siireci ve immiin hiicrelerin hastalikli dokulara gogiinii yansitir.
KOAH hastalarinin akciger dokusunda ve bronkoalveolar lavaj sivisinda (BALF) artan
CD3" hiicre yogunlugu, T hiicre aracili immiin yanitin 6nemini gostermektedir. CD4*
T hiicreleri, yardimci T hiicreleri olarak bilinir ve diger immiin hiicrelerin
aktivasyonunda kritik bir rol oynar. KOAH’ta, CD4" T hiicrelerinin aktivasyonu ve
¢ogalmas! inflamatuar yanitin siirdiiriilmesine katkida bulunur. Ozellikle ileri evre
KOAH hastalarinda, periferik kan ve akciger dokusunda CD4" T hiicrelerinin
sayisinda artig oldugu bildirilmektedir. CD4" T hiicrelerinin salgiladigi inflamatuar
sitokinler, akciger dokusunda yapisal degisikliklere ve hastaligin ilerlemesine katkida
bulunabilir. CD8" T hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri olarak bilinir ve enfekte hiicrelerin
yani sira hasar gormiis veya anormal hiicrelerin yok edilmesinde rol oynar. KOAH
hastalarinda, 6zellikle sigara igen bireylerde, akciger dokusunda ve hava yollarinda
CD8" T hiicrelerinin sayisinda belirgin bir artis gozlenmistir. CD8" T hiicreleri,
alveoler hasar ve hava yolu duvart kalinlagsmasi gibi yapisal degisikliklerin
geligsmesine katkida bulunabilir. Bu hiicrelerin artan aktivitesi ve sayisi, KOAH'!n daha
siddetli formlarinda ve hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir. KOAH'taki
kronik inflamasyon, T hiicre alt gruplarinin dengesizligi ve bu hiicrelerin fonksiyonel
ozelliklerindeki degisikliklerle iliskilidir. CD4"/CD8* oranindaki degisiklikler,
hastaligin siddeti ve inflamatuar yanitin tipi hakkinda bilgi verebilir. Ornegin, ileri evre
KOAH hastalarinda CD8" T hiicrelerinin baskinligi ve CD4*/CD8" oranindaki diisiis
siklikla gozlenmektedir. Bu durum, hava yolu epitelyumunda ve akciger parankiminde
artan doku hasari ile iliskilendirilmektedir (Saetta ve ark 2003, Hogg ve Timens 2009,
Barnes 2014).

1.1.10. KOAH’1n Tedavisi

Son yirmi yilda KOAH tedavisinde bazi ilerlemeler kaydedilmesine ragmen,
tedavi hala biiyiikk Olgiide bronkodilatorler ve kortikosteroidlerin kullanimina
dayanmaktadir. Bronkodilatorler, hava yolu tikanikligimin tam olarak geri

dondiiriilemedigi durumlarda bile, KOAH"!n semptomlarinin hafifletilmesinde temel
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bir rol oynamaktadir. Yillar i¢inde bu ilaglarin etkisi, gii¢, etki siiresi ve daha gelismis
uygulama cihazlari ile iyilesmistir. Bronkodilatrlerin KOAH tedavisindeki 6nemi géz
ontline alindiginda, mevcut ilaglarin etkisini asabilecek yeni bronkodilatér hedeflerin
belirlenmesi i¢in arastirmalar devam etmektedir. Son donemde, ¢ogu hala klinik 6ncesi
gelistirme agamasinda olan yeni ilag¢ firsatlart incelenmis, ancak bu ilaglarin ne tiir ek
faydalar saglayacagi konusunda heniiz net bir bilgiye ulagiimamistir (Cazzola ve ark

2019).

Kortikosteroidler ise KOAH'ta en yaygin kullanilan antiinflamatuar ilaglar
arasinda yer almaktadir; ancak, uzun siireli ve yiiksek dozlarda, hatta inhalasyon
yoluyla kullanildiklarinda bile yan etki riski bulunmaktadir. Son zamanlarda bu
durum, 6zellikle inhale kortikosteroidlerin pnémoni riskini artirma olasilig1 nedeniyle
dikkat ¢cekmistir. Kortikosteroidlerin yan etkisi olmayan bir tedavi sunabilmek i¢in, bu
ilaglarin antiinflamatuar etkilerinden sorumlu olan transrepresyon mekanizmasi ile
yan etkilere neden olan transaktivasyon mekanizmasinin birbirinden bagimsiz olarak
diizenlenmesi iizerine ¢aligmalar yogunlagsmistir. Bu baglamda, diisiik transaktivasyon
aktivitesine sahip ve esas olarak transrepresyonu tetikleyen glukokortikoid reseptor
agonistleri gelistirilmesi yoniindeki arastirmalar artmistir (Matera ve ark 2015, Matera

ve ark 2021).

KOAH tedavisinde mevcut yontemlerin optimal olmamasi, sadece
semptomlar1 hafifletmekle kalmaylp aym1 zamanda hastaligin ilerlemesini
durdurabilen, hatta hastalig1 tersine c¢evirebilen daha etkili ve giivenli tedavi
seceneklerine olan ihtiyaci artirmaktadir. Bu gereksinim, 6zellikle KOAH'l1 hastalarda
akcigerlerdeki iltihaplanmanin kortikosteroid tedavisine genellikle zayif yanit
vermesiyle daha da 6nem kazanmistir. Bu nedenle, KOAH'l1 hastalar1 daha etkin bir
sekilde tedavi edebilmek icin yeni farmakolojik antiinflamatuar stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar, biiyiik 6l¢ciide KOAH'l1 bireylerin
akcigerlerinde biriken makrofajlar, nétrofiller ve T-lenfositler gibi iltihap hiicrelerinin
aktivasyonunun ve birikiminin engellenmesine odaklanmistir. Ayrica, bu iltihap
hiicrelerinin toplanmasinda veya aktivasyonunda 6nemli rol oynayan ya da bu hiicreler
tarafindan salgilanan iltihap aracilarin1 hedef alan ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢esitli

girisimlerde bulunulmustur (Barnes 2015, Matera ve ark 2021).
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Fitomedikal, bitki bazli geleneksel tibbi yontemler kullanarak hem
hastaliklarin 6nlenmesi hem de tedavisi i¢in ¢esitli bitki materyallerini igeren bir
uygulama olarak tanimlanir (Clarke ve ark 2015). KOAH tedavisinde bitkisel
yaklasimlar, geleneksel farmakoterapilerin sinirliliklarinin agilmasina yonelik 6nemli
bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bitkisel tedaviler, antioksidan, antiinflamatuar
ve immiinmodiilator Ozellikler gosteren c¢esitli biyoaktif bilesenler icermeleri
sayesinde, KOAH’m patofizyolojik siireclerinde ©onemli rol oynayan kronik
inflamasyon ve oksidatif stresin yoOnetilmesinde faydali olabilir. Ayrica, bitkisel
kaynakli tedavi seceneklerinin daha az yan etkiye sahip olmasi, 0Ozellikle
kortikosteroidler gibi uzun siireli kullaniminda risk olusturan konvansiyonel ilaglara
gore daha giivenli bir profil sunmaktadir. Bu nedenle, KOAH yo&netiminde bitkisel
tedaviler hem semptomlarin hafifletilmesi hem de hastaligin ilerlemesinin
onlenmesine katki saglama potansiyeline sahiptir ve bu alandaki aragtirmalarin daha

da genisletilmesi gerekmektedir.
1.2. Kekik

Tibbi ve aromatik bitkiler Anadolu topraklarinda ¢esitli ve yaygin bir dagilim
gosterir. Anadolu’nun farkli iklim ve ekolojik kosullar1 olan konumu, biyolojik
cesitliligi de arttirmaktadir. Bolge ¢ok sayida bitki familyasi, cins ve tiir i¢in merkezi
islev goriir. Bu bitkiler arasinda kekik diinya ¢capinda en yaygin botanik familyalardan
biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Kitir Sen ve Duran 2023). Origanum cinsi genel olarak
Akdeniz, Avrupa-Sibirya ve Iran-Sibirya bolgelerinde dagilim gosterse de gogunlugu
(yaklasik %75) Dogu Akdeniz alt bolgesinde bulunmaktadir (Kaplan ve ark 2020).
Tiirkiye’de Origanum (Lamiaceae) cinsine ait 23 tiir ve 32 takson bulunmaktadir.
Kekik olarak adlandirilan Origanum cinsinin iiyeleri, baharat, bitki ¢ay1 ve ugucu yag
olarak yaygin kullanilir (Canli ve ark 2023). Kekik tiirlerinin mutfakta kullanilmasinin
yan1 sira geleneksel tipta pek ¢ok hastalifin tedavisinde de uzun yillardir
kullanilmaktadir. Oral olarak kekik yagi preparatlar1 dogal bir antispazmodik,
analjezik, antimikrobiyal, balgam soktiiriici ve gaz giderici, Oksiirlik, sindirim
bozukluklar1 ve adet sorunlarinda kullanilir. Kekik yagi, antiseptik ve vazokonstriktor
etkileri nedeniyle bolgesel olarak da uygulanir. Oral antiseptik ve gargara olarak da

yaygin tiiketilir (Tasdemir ve ark 2019).
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1.3. Origanum onites L.

Origanum onites L. (O. Onites) Tiirkgede ar1 kekigi, bilya kekik, bilyali kekik,
incir kekigi, [zmir kekigi, kirkbas kekik, tokal1 kekik, dag kekigi ve yemis kekigi gibi
isimlerle bilinse de en yaygin ismi Tiirk kekigidir. Tiirk kekigi, yalnizca Dogu Akdeniz
bolgesinde yetisen, dar bir dagilima sahip steno-endemik bir tiirdiir (Canli ve ark
2023). Bitki, yliksek miktarda karvakrol iceren ugucu yag ile karakterizedir. Origanum
onites L’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstraktlar ve ugucu yag, Tiirk
geleneksel tibbinda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Vanti ve ark 2021).
Origanum onites L’nin ugucu yaginda; 25 monoterpen hidrokarbon, 67 oksijenli
monoterpen, 27 seskiterpen hidrokarbon, 15 oksijenli seskiterpen, 6 fenilpropanoid,
10 fenolik, 3 triterpen asit, 4 sterol, 1 kinon, 14 flavonoid ve ilgili bilesikler, 7
hidrokarbon, 5 porfirin, 14 yag asidi, 4 tokoferol, inorganik bilesikler/mineraller (B,
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, Na, P ve Zn) ve 26 diger bilesik karakterize edilmistir (Tepe
ve ark 2016).

1.3.1.  Origanum onites L.’nin Kimyasal Icerigi

Origanum onites L., Tiirkiye ve ¢evresinde yaygin olarak bulunan, ¢ogunlukla
baharat ve ilag olarak kullanilan bir bitkidir. Bu bitkinin saglik iizerindeki olumlu
etkileri, 6zellikle ugucu yaglar ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli biyoaktif bilesenlere
atfedilmektedir. Bitkilerin kimyasal icerigi iklim, mevsim, cografi ve toprak

kosullarina, hasat donemine ve ekstraksiyon teknigine baghdir.
Ucucu Yag Bilesenleri

Origanum onites L.'nin ugucu yaglari, cesitli biyoaktif bilesenler igermekte
olup, bu bilesenler bitkinin terapétik 6zelliklerinden sorumludur. Baglica ugucu yag

bilesenleri sunlardir:

- Karvakrol: ¢coklu farmakolojik etkilere sahip, oksijenli bir monoterpendir.
Origanum onites L.'nin ugucu yaginin ana bilesenidir ve %50-70 oraninda
bulunabilir. Gliglii antimikrobiyal, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-

kanserojen oOzelliklere sahiptir. Karvakrol, hiicre zarlarmmi bozarak ve
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bakteriyel enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal etki gdsterir (Can Baser
2008).

- Timol, antioksidan, antiinflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteler de
dahil olmak {izere gesitli biyolojik 6zelliklere sahip fenolik monoterpen
bilesigidir (Peng ve ark 2024). Karvakrol ve timoliin yapisinda bulunan
serbest bir hidroksil grubunun ve fenol halkasinin varligi bu bilesiklere

antibakteriyel ve antioksidan aktivite saglar (Peter ve ark 2024).
Flavanoidler ve Diger Fenolik Bilesikler

Flavonoidler ve diger fenolik bilesikler, en az bir hidroksil grubu tasiyan
aromatik bir halka tutan bitki sekonder metabolitleri olarak yaygin olarak bilinir

(Tungmunnithum ve ark 2018).

Flavonoidler, O. onites'ten izole edilen ikinci yaygin bilesik sinifidir. Flavonlar,
flavanonlar, izoflavonlar, flavonoller, flavononoller ve bunlarin glikosidik tiirevleri bu
bitkiden izole edilmistir. Origanum onites L.’nin kimyasal iceriginde, kafeik asit ve
rosmarinik asit bagta olmak tizere gallik asit, ferulik asit de dahil dokuz farkli fenolik

asit izole edilmistir (Tepe ve ark 2016).

Hem flavonoidler hem de diger bir¢ok fenolik bilesenin etkili antioksidanlar,
antikanser, antibakteriyel, kardiyoprotektif ajanlar, anti-inflamasyon, bagisiklik
sistemini giiclendirici, cildi UV radyasyonundan koruma ve farmasdtik ve tibbi

uygulama i¢in ilging adaylar oldugu bildirilmistir (Tungmunnithum ve ark 2018).
1.3.2. Origanum onites L.’in Tibbi Kullanimi

Geleneksel Tiirk tibbinda 6nemli bir yere sahip olan O onites, birgok biyolojik
aktiviteye sahip olup ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Antimikrobiyal,

antikanser ve antiinflamatuar etkilere sahiptir.

O. onites’in antimikrobiyal aktivitesi, yapisinda bulunan fenolik asitler ve
terpenoidler gibi bilesiklerle iliskilendirilmistir. Bitki ekstraktinin, ¢coklu ilaca direngli
bakteriler de dahil olmak {izere cesitli mikroorganizma suslarmma karst Onemli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi sayesinde
gida endiistrisinde dogal koruyucu olarak kullanilmigtir (Canli ve ark 2023).
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Bitkinin antioksidan ozellikleri, serbest radikalleri ndtralize etme nedeniyle
onemlidir. Serbest radikaller, oksidatif strese ve hiicresel hasara neden olabilen
molekiillerdir. O. onites’in antioksidan 6zellikleri i¢eriginde yiiksek seviyede bulunan
flavanoidler, fenolik asitler ve terpenoidlerden kaynaklanir. Bu sayede kanser, kalp
hastaliklar1 ve diger kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Albayrak ve ark
2012, Canli ve ark 2023, Kubiliene ve ark 2023).

Yapilan ¢alismalarda O. Onites’in biyoaktif bilesenlerinin, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Yapilan in vitro
calismalarda O onites’in meme kanseri, kolon kanseri, hepatoseliiler karsinom,
kolorektal kanser iizerinde antikanser ozellik gosterdigi bildirilmistir (Ozkan ve
Erdogan 2011, Baranauskaite ve ark 2017, Spyridopoulou ve ark 2019, Becer ve ark
2022).

O. onites’in diger tibbi kullanimlar1 arasinda sindirim sistemi sorunlari,
iltthaplanma ve solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi de yer
alir. Ek olarak, antioksidan 6zelligi nedeniyle bitki, cilt saglig1 i¢cin de kullanilmaktadir

(Kordali ve ark 2008, Albayrak ve ark 2012).
1.4. Origanum minutiflorum

Origanum minutiflorum (O. minutiflorum), Tirkc¢ede yaygin olarak “Yayla
Kekigi” olarak bilinen tibbi ve aromatik bitkiler arasinda dnemli yere sahip endemik
bir bitkidir. Bitki 6zellikle Akdeniz bolgesinde, Toros Daglarinda yiiksek rakimlarda
yetisir.

O. minutiflorum, geleneksel olarak soguk alginligi, bronsit, Oksiiriik,

gastrointestinal hastaliklar gibi pek ¢ok saglik sorununun tedavisinde kullanilmistir.

Bu bitkinin ugucu yaglari, fenolik bilesikler agisindan zengindir ve bu
bilesikler bitkinin antimikrobiyal, antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklerini saglar

(Sarer ve ark 1996, Ismail ve ark 2020).
1.4.1. Origanum minutiflorum’un Kimyasal I¢erigi

Origanum minutiflorum’un ugucu yaginin temel bilesenleri sunlardir:
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- Karvakrol; O. minutiflorum un ugucu yaginin ana bilesenidir ve %50-90
oraninda bulunur. Origanum tiirleri igerisinde en fazla karvakrol igeren
tirdiir. Karvakrol giiclii antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gdsterir
(Vardar-Unlii ve ark 2007, Altundag ve ark 2011, ANLAS ve ark 2017,
Goze ve ark 2017, Toker ve ark 2017, Kosti¢ ve ark 2022, Veljovic ve ark
2023).

- P-cymen: O. minutiflorum’un ugucu yaginda %3-8 oraninda bulunur
(Vardar-Unlii ve ark 2007, Altundag ve ark 2011, Toker ve ark 2017,
Veljovic ve ark 2023). P-cymen ¢esitli farmakolojik 6zellikler gostermistir.
Bunlar arasinda antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar, antiparaziter,
antidiyabetik, antiviral ve antitimor aktiviteler yer alir. Karvakrol ve timol
ile sinerjik etkiye sahip olup, onlarin antimikrobiyal aktivitesini artirir
(Balahbib ve ark 2021).

- vy -terpinen: O. minutiflorum’un ugucu yaginda % 1-5 oraninda bulunur
(Vardar-Unlii ve ark 2007, Toker ve ark 2017, Veljovic ve ark 2023).
Antiinflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Guo

ve ark 2021).

Ucucu yagin diger bilesenleri arasinda a-pinen, B-pinen, linalool, terpinen-4-ol

ve borneol gibi monoterpenler ve seskiterpenler bulunur.
1.4.2. Origanum minutiflorum’un Tibbi Kullanimi

Origanum  minutiflorum'un  tibbi  kullanimi  6zellikle antimikrobiyal,
antioksidan, anti-inflamatuar ve antiproliferatif 6zellikleriyle dikkat cekmektedir. Bu
bitkinin tibbi potansiyeli lizerine yapilan gesitli ¢calismalar, onun farkli hastaliklarin

tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.

O. minutiflorum’un ugucu yagi, c¢esitli bakteriler ve mantarlara kars1 giicli
antimikrobiyal etki gdsterir. Pseudomonas spp. hari¢ Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Candida albicans gibi patojenlere karsi yiliksek etkinlik
gostermistir. Ayrica ugucu yaginin giiclii antifungal aktivite gosterdigi de bildirilmistir.
Ugucu yaglarin antifungal etkisi, antibakteriyel etkiye, oranla daha gii¢lidiir (Sarer ,

Altundag ve ark 2011, Goze ve ark 2016, Goze ve ark 2017, Albayrak ve Aksoy 2019).
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Yapilan c¢alismalarda O. minutiflorum’un  antioksidan aktivitesi -
karotene/linoleik asid ve DPPH metotlariyla belirlenmistir. Hidrojen peroksit kaynakli
oksidatif stresi azaltarak antioksidan aktivite gosterir (Goze ve ark 2016, Albayrak ve

Aksoy 2019, Veljovic ve ark 2023).

O. minutiflorum’un antitimor etkileri yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. O.
minutiflorum’un ugucu yaginin néroblastom hiicre hatti olan NB2a hiicreleri iizerinde
sitotoksik ve apoptotik bir etkiye sahip oldugu ve bu etkilerin bitkinin ugucu yaginin
indiiklenebilir ve endotelyal nitrik oksit sentaz diizeylerini arttirici etkileri ile iliskili

olabilecegi bildirilmistir.

Baska bir ¢calismada Origanum minutiflorum sulu ekstresinin streptozotosin ile
indiiklenmis sicanlarda antidiyabetik potansiyeli arastirilmigtir. Viicut agirhig
degisimi, kan glukoz seviyeleri, biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmeler
sonucunda O. minutiflorum’un  antidiyabetik tedaviyi destekleyici olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Giillii ve ark 2023).
1.5. Bal

Bal, diinya genelinde taninan, yiiksek besin degeri ve saglik acisindan bir¢ok
yararli etkiye sahip dogal bir gidadir. Kimyasal igerigi agirhikli olarak
karbonhidratlardan (%60-85) olusur ve tiiketildiginde hizli enerji saglayan glikoz ve
fruktoz gibi indirgen sekerleri igerir. Bunun yani sira, balda amino asitler, vitaminler,
organik asitler, mineraller ve c¢esitli fitokimyasallar gibi mindr bilesenler de

bulunmaktadir.

Balin kimyasal yapist ve Kkalitesi, arilarin c¢evresindeki bitki Ortiisiine,
topladiklar1 nektarin tiiri ve miktarina, bélgenin cografi konumuna, rakimina, sicaklik
degisimlerine ve kullanilan ar1 tiirlerinin genetik saflig1 gibi cesitli faktorlere bagh

olarak degisiklik gosterebilir (Pehlivan ve Giil 2016).

Ulke ariciligina olan katkis1 ve bolge disindan gelen koloni hareketliligi goz
onlinde bulunduruldugunda, Ege Boélgesi'nin aricilik sektoriindeki 6nemi daha da
artmaktadir. TUIK'in 2020 verilerine gore, Ege Bolgesi'nde en yiiksek bal iiretimine

sahip il Mugla'dir; burada 900.583 koloni ile 6.103 ton bal iiretilmistir. Mugla'y1,
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257.738 koloni ve 3.643 ton bal iiretimiyle Aydin, 273.949 koloni ve 1.493 ton bal

iiretimiyle Izmir izlemektedir (Kog ve ark 2023).

Bal, iretildigi botanik kaynaga gére monofloral (tek ¢igek) veya polifloral (cok
cicek) olarak siniflandirilabilir. Monofloral bal, agirlikli olarak tek bir bitki tlirlinden
elde edilirken, polifloral bal genellikle farkli bitki kaynaklarindan iiretilir ve halk
arasinda yabani ¢icek bali olarak bilinir. Monofloral ballar, rafine aromalar1 ve tatlari
nedeniyle daha yiiksek kaliteli olarak degerlendirilir ve tiiketiciler tarafindan siklikla
tercih edilir, bu da pazarda daha yiiksek bir degere ulagmalarini saglar. Balin botanik
kokeni genellikle polen analizi ile belirlenir; bu siiregte balda bulunan polen tiirlerinin
goreceli oranlar1 incelenir. Polen yogunlugu, baskin (> %45), ikincil (%15-45), 6nemli
kiigiik (%3-15) ve kiigiik (%1-3) olmak tizere siiflandirilir. Eger bir polen tiirii balin
%45'inden fazlasini olusturuyorsa, bal tek ¢igekli olarak kabul edilir (Ozkék ve ark
2016).

Geleneksel olarak bal, yara iyilesmesi, gida koruma ve gastrointestinal
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan dogal bir bilesendir. Son literatiir,
balin antibakteriyel, antioksidan, anti-inflamatuar ve kardiyoprotektif etkilerinin yani
sira, obezite karsiti potansiyeli ve mekansal hafiza ile iligkili noéro aktivasyon gibi

cesitli yararl etkiler sundugunu ortaya koymustur (Lafraxo ve ark 2021).
1.5.1. Kekik Bah

Kekik bali, eski ¢caglardan beri bilinen ve Lamiaceae familyasindan gelen, 6zel
aromas1 ve tadiyla iinlii bir bal tiirlidiir. Genellikle kehribar renginde olan bu balin
rengi, arilarin nektar topladigi baskin g¢igek tiirlerine bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Kekik, nane ailesinin en bilinen tamamlayici bitkilerinden biridir ve ugucu
yaglar agisindan zengin bir bitkidir. Timol ve karvakrol gibi ugucu yaglar, kekigin
kendine 6zgii kokusunu saglarken, arilar bu bitkiden nektar topladiginda kekik balina

da karakteristik aromasini kazandirmaktadir.

Kekik bali, fenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan zengin olup, koyu renkli
ballar arasinda yiiksek antioksidan icerige sahip tiirlerden biridir. Ayrica, B, A ve E
vitaminleri igerir ve saglik agisindan gesitli faydalar sunar. Bu balin, bagirsak sagligini

destekledigi, nefes darlig1 ve astim semptomlarini hafiflettigi, oksiiriik ve bogaz
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agrisimi yatistirdigi, eklem agrilarini azalttigi ve beyin-sinir sistemi iizerinde olumlu
etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bunun yami sira, epilepsi ve konviilsiyonlar
hafifletebilecegi, bas agris1 ve migreni Yyatistirabilecegi ve adet sancilarini

azaltabilecegi One siiriilmektedir.

Diyabet hastalar1 i¢in onerilen birkag bal tiirlinden biri olan kekik bali, yapilan
caligmalarda toplamda 14 bilesigin analiz edilmesiyle bitki belirteci olarak
tanimlanmis ve bunlarin 12’sinin fenolik bilesikler oldugu belirlenmistir. Ayrica, yag
peroksidasyonunu azaltmada ©nemli bir rol oynayarak giiglii antibakteriyel ve
antioksidan ozellikler gosterdigi tespit edilmistir. Bu 6zellikleriyle kekik bali, saglik
acisindan yiiksek degere sahip dogal bir fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir
(Safarian ve ark 2023).

Tiirkiye'de tek cicekli kekik balinin {iretimi ne yazik ki nadirdir, ¢iinkii kekik
bitkileri genellikle ¢iceklenme doneminden 6nce ot olarak toplanir. Tarihsel olarak
kekik bali, enfekte yaralarin tedavisi ve dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir.
Arastirmalar, balin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, aerobik ve anaerobik
mikroorganizmalar dahil olmak {izere birgok bakteriye karst genis spektrumlu bir

antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Molan 1992).

Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinda amacimiz, PPE ile KOAH olusturulan
ratlarda, kekik bali ve sulu ekstrakti elde edilen origanum onites L. ve origanum

minutiflorum’un etkilerini aragtirmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Sarf Malzemeler

Bistiiri ucu

Enjektor (5 mL)

Insiilin enjektorii

50 mL’lik flakon

Gavaj enjektorii

Eppendorf (5 mL ve 1,5 mL’lik)
Heparinli kan gazi enjektorii

Patoloji numune kabi

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Ksilazin (anestezik madde)

Isoflouran (anestezik madde)

Domuz pankreatik elastaz enzimi (PPE) [Sigma chemical (St Louis,
MO)]

Elabscience Rat Anti-CD8+ Antibody Reagent (Flow sitometri rat kiti)
Elabscience Anti-Rat CD3 Antibody Reagent (Flow sitometri rat kiti)
Elabscience Anti-Rat CD4 Antibody Reagent (Flow sitometri rat kiti)
%10’luk formaldehit

Lysing Soliisyon

Bioassay Technology Laborotry Rat IL-1a (Interleukin 1 alfa) ELISA
Kit

Bioassay Technology Laborotry Rat IL-33 (Interleukin 33) ELISA Kit
Bioassay Technology Laborotry Rat HMGB1 ELISA Kit

Bioassay Technology Laborotry Rat MMP9 ELISA Kit

Bioassay Technology Laborotry Rat TIMP1 ELISA Kit

PBS
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2.1.3. Kullanilan Cihazlar

e Odyoskop

e Hassas terazi

e ABLO9 kan gazi analizorii

e Distile su cihazi

e Beckman Coulter flow sitometri cihazi

e Rayto-2100C Microplate Reader (India) ELISA Cihazi
e Rayto-2600C Microplate Washer Yikama Cihazi
e FEtiiv

e Santrifiij cihazi

e Vorteks

e Otomatik pipet

e Soxhlet ekstraksiyon cihazi

e Rotary evaporator

e Aneztezi makinesi

e Oksijen tiipii

e Olympus BX53 151k mikroskopu

2.2. Yontem

Bu ¢alisma Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim dals,
Patoloji Anabilim dali ve Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (SUDAM) gerceklestirildi. Calisma igin etik kurul onay1 2023/26 karar
sayist ile SUDAM’dan alind1 ve hayvanlar ayn1 kurumdan temin edildi. Kekik bali igin
yapilan polen analizi sonucunda balda kekik poleni olmadig: tespit edildi. Bu sebeple

tezin bu kismindan itibaren kekik bal1 yerine bal terimi kullanildi.
2.2.1. Bitki Ekstraksiyonu

Origanum onites L. Konya ili Hadim/Tagkent bolgesinden, origanum
minutiflorum Hatay ili bolgesinden, Bal, Mugla ilinden dogal iireticilerden temin

edildi. Toplanan kekikler direk gilines 151¢1na maruz kalmadan gdlgede kurutuldu.
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Origanum onites L. ve origanum minutiflorum ayri ayri 30 gr olarak tartildi. 30
gr bitki ile 300 mL distile su (¢oziicii) balon joje icinde 90-95 °C’de Soxhlet
ekstraksiyon cihazinda 8 saat ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon sonrasi
ekstrelerdeki ¢oziicliler 90 °C’de Rotary Evaporatdr cihazi ile uzaklagtirildi.
Balonlarda kalan ekstreler, ultrasonikator kullanilarak 37 °C’de 5 dk siire ile minimal
miktarda ¢6ziicii ile (4-5 mL distile su) sonike edilerek flakonlara aktarildi. Flakonlar
agz1 kapali su banyosu tlizerinde 1 hafta bekletilerek ¢oziiciilerin ugmast ve ekstrelerin

kurumasi saglandi.

2.2.2. Origanum onites L. Ve Origanum minutiflorumun Ucucu Yag, Fenolik

Madde ve Organik Asit Iceriginin Belirlenmesi

Origanum tiirlerinin ugucu yag analizi GC-MS ile fenolik madde ve organik

asit icerigi HPLC yontemi ile yapildu.
Ucucu yaglarin gaz kromotografisi ile analizi

Origanum onites L. ve origanum minutiflorumdaki ugucu yaglar, Clevenger
tipi aparat kullanilarak hidrodistilasyon ve buhar distilasyonu yontemi ile 4 saat
siireyle elde edildi. Ugucu yaglarin gaz kromatografisi (GC) analizleri, alev
iyonizasyon dedektorii (FID) ile donatilmis bir gaz kromatografi sistemi ve fiizyon
silika kapiler kolon kullanilarak gerceklestirildi. Firin sicakligi baglangigta 60°C’de 5
dakika tutuldu, ardindan 3°C/dk hizinda 220°C’ye kadar yiikseltildi ve bu sicaklikta
15 dakika sabitlendi. Tastyic1 gaz olarak helyum kullanildu.

GC-MS analizleri, fiizyon silika kapiler kolon ile donatilmig bir gaz
kromatografi-kiitle spektrometri (GC-MS) sistemi kullanilarak gergeklestirildi. GC-
MS tespiti icin iyonizasyon enerjisi 70 eV olan bir elektron iyonizasyon sistemi
kullanild1. Ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasi, kapiler kolondaki n-alkanlara goére
belirlenen gaz kromatografi alikonma indisleri ile kiitle spektrometresi verilerinin
standart kiitliphane verileri (NIST ve Wiley GC-MS sistem veritabanlari) ile

karsilastirilmasi yoluyla yapildi.

33



HPLC ile organik asit analizleri

Ekstraktlardaki organik asitler, kati-s1v1 ekstraksiyon yontemi ile analiz edildi.
Bu amagla, dncelikle Supelco C18 kat1 faz kartusu 3 mL metanol ile sartlandirdi ve
ardindan 10 mL distile su ile yikandi. Numuneden 1mL alinip tizerine 5 mL %2’lik
HsPOs4 ¢ozeltisi eklenerek homojenize edildi ve Whatman No: 42 filtre kagidindan

stiziildii.

Elde edilen eliiattan 1 mL alinarak 1 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile seyreltildi
(ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak pH 8’e ayarlandi 0.01 M KH2POs ¢6zeltisi hazirlandi).
Bu ¢6zeltiden 1 mL kartusa gecirildi ve eluat bir tiipe alindi. Kartus 1 mL ekstraksiyon
cozeltisi ile yikandi, elde edilen tiim eluatlar birlestirilerek HPLC cihazina (Shimadzu,
Tokyo-Japonya) 20 pL enjeksiyon hacmi ile enjekte edildi (Kordis-Krapez ve ark
2001).

HPLC ile fenolik madde analizleri

Origanum sulu ekstraktlarinin  fenolik profillerini  belirlemek igin,
ekstraktlardan sekerleri ve organik asitleri uzaklastirarak fenolik bilesenleri elde etmek
amaciyla C18 Sep-Pac kartuslart kullanilarak bir saflastirma islemi gerceklestirildi.
Kosullandirilmig C18 SPE kartuslarina (Agilent, ABD) 2 mL ekstrakt yiiklendi ve
sirastyla su, etil asetat ve metanol gegirildi. Organik asitler ve sekerler gibi fenolik
olmayan safsizliklar1 uzaklastirmak i¢in Oncelikle kartus su ile yikandi, ardindan

fenolik bilesenler etil asetat ve metanol kullanilarak ayrildu.

Etil asetat ve metanol ile elde edilen yikamalar, 35°C’de doner buharlastiricida
uzaklastirildi, ardindan 1 mL metanol i¢inde yeniden ¢oziildii. Elde edilen ¢ozeltiler,
20 pL enjeksiyon hacmi ile otomatik numune alicit kullanilarak HPLC cihazina

gonderildi (Coklar ve Akbulut, 2017).

Origanum ekstraktlarindaki fenolik bilesenlerin analizi, DAD dedektdrii (Amax
= 278 nm), DGU-14A degasser, LC-10ADvp pompa, SIL-ADvp otomatik numune
alici, SCL-10Avp sistem kontrolorii ve CTO-10Avp kolon firni ile donatildi bir
Shimadzu HPLC sistemi (Shimadzu, Japonya) kullanilarak gerceklestirildi.
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2.2.3.

HPLC Sistemleri

Organik Asit Analizi Icin Kromatografik Kosullar:

Kolon: Teknochroma TRACER EXTRASIL ODS (2) (5 p, 250%4.6 mm) (TR-
016059)

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Dalga Boyu: 210 nm

Mobil Faz: H:PO4/H20 (pH: 2.2)
Akis Hizi: 0.8 mL/dk

Fenolik Analizler icin Kromatografik Kosullar:

Kolon: Agilent Eclipse XDB-C18 (5 p, 250x4.6 mm)
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Dalga Boyu: 278 nm

Mobil Faz:

o A: %3 asetik asit
o B: Metanol

Akis Hizi: 0.8 mL/dk
DDPH ile Balin Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Bal orneklerinin serbest radikal temizleme aktivitesi, (Chua ve ark 2013)

tarafindan aciklandig1 gibi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) testiyle belirlendi.
DPPH - ¢ozeltisi (20 mg/L), 2 mg DPPH - 'nin metanolde (100 mL) ¢oziilmesiyle

hazirlandi. 20 ila 40 mg/mL arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda 0,75 mL
metanollii bal ¢ozeltisi, 1,5 mL DPPH - ¢ozeltisine eklendi. Absorbans, 25°C'de 15
dakikalik inkiibasyondan sonra 517 nm'de 6l¢iildii. BHT (Butillenmis hidroksitoluen)
ve BHA (Butillenmis hidroksianisol) pozitif kontrol olarak kullanildi. DPPH’yi

35



temizleme yetenegi, (Erlund 2004) yontemine gore hesaplandi. Burada, Axontrol VE
Anumune strasiyla kontrol ve numunenin absorbanslarini ifade etmektedir. DPPH'nin
%50'sini temizlemek i¢in gereken bal numunesi konsantrasyonu (ECso), 0—10 mg/L
araligindaki BHT/BHA kalibrasyon egrisine gore belirlendi. Deneyler, li¢ kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

A ontrol — Anumune
DPPH siipiirme yiizdesi (%) = ( kont Al ) x 100
kontrol

2.2.4. Deney Gruplan

Arastirmada Wistar Albino 1rki ortalama 250 gr agirhiginda, 6 aylik 38 adet disi
rat kullanildi. Ratlar rastgele olarak 5 gruba ayrildi. Kontrol grubunda 6, Sham
grubunda 8, kekik ve bal uygulama gruplarinda 8 adet hayvan olacak sekilde
gruplandirildi.

Gruplardaki tim hayvanlar, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyodu
uygulanarak 21-22 °C’de su ve yiyecek kisitlamasina gidilmeden barindirildi. Anestezi
islemlerinden 12 saat dnce tiim ratlara yiyecek kisitlamasi uygulandi. Tiim hayvanlarin

baslangi¢ ve son agirliklart kaydedildi.

- Kontrol Grubu (n=6)

- Sham Grubu (n=8)

- Grup 1: Dag kekigi (DK) (n=8)
- Grup 2: Yayla kekigi (YK) (n=8)
- Grup 3: Bal (n=8)
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Sekil 2.1 Deney akis semasi.
2.2.5. KOAH Olusturma Protokolii

Ratlarda KOAH modeli olusturmak i¢in domuz pankreatik elastaz enzimi
(PPE) kullanildi. Anestezik madde olarak ketamin, solunum depresyonu
yaratabilirken, ksilazin bu etkileri gii¢lendirebilir. Kan gazlar1 tizerinde Isofluranenin
etkisi daha hafif olup, solunum hizi azalsa da bu durum denetlenebilirken, ketamin ve
ksilazin kombinasyonu, solunum depresyonu nedeniyle kan gazlar1 lizerinde daha
fazla etki yapabilir. Genel olarak, Isoflurane daha stabil ve kontrollii bir anestezi
sunarken, ksilazin ve ketamin kombinasyonu daha basit ve hizl1 bir anestezi saglasa

da solunum ve kardiyovaskiiler sistem {lizerinde daha fazla etkisi olabilir.

PPE uygulamas1 6ncesi ratlara anestezik madde olarak inhalasyon yoluyla %3-
5 Isoflurane konsantrasyonu, 1-2 L/dakika oksijen akis hiziyla uygulanmasi planlandi.
Fakat intratrakeal PPE enjeksiyonu kisa siireli bir islem olmadigindan Isoflurane ile
anestezisi yeterli kalmadi. Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 6gretim {iyelerinin
de oOnerisiyle PPE olusturma protokoliinde ksilazin/ketamin ile anestezi
gergeklestirildi. Anestezi sonrast 55 U/100 gr PPE, 0,5 mL NaCl ile karigtirilarak
hazirland1 (Borzone ve ark 2007). Intratrakeal olarak verildi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Ratlarda intratrakeal PPE uygulamasi ile KOAH modeli olusturma.
2.2.6. KOAH Protokoliiniin Dogrulanmasi

Ratlarda PPE ile KOAH modeli olusturduktan sonra 3. giin tiim hayvanlarin
kuyruklarindan heparinli kan gazi enjektoriine venoz kan alindi ve kan gazi analizleri
yapildi. KOAH modeli olusturduktan 10 giin sonra Sham grubundan rastgele bir
hayvan secilerek anestezi (Isoflurane ile) altinda heparinli kan gaz1 enjektoriine kuyruk
kismindan kan alindi (Sekil 2.3). Kan gazi parametreleri, kan gazi analizorii ile
incelendi. Hayvan 6tenazi yontemi ile sakrifiye edildi. Akciger dokular ¢ikarilds,

dokular histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit icerisinde muhafaza edildi.

Sekil 2.3 Genel anestezi altinda kuyruktan vendz kan alim.
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2.2.7. Gruplarin Tedavisi ve Uygulanan islemler

Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki ratlara ¢aligmanin ilk giiniinden 15. giiniine
kadar herhangi bir islem uygulanmadi. Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda
muhafaza edildiler. Yiyecek kisitlamasina gidilmedi. 15 giiniin sonunda bu gruptaki
tiim ratlardan genel anestezi altinda kalpten kan 6rnekleri alindi. Mor kapakli EDTA’ 1
tilp, sar1 kapakli jelli tiip ve heparinli kan gazi enjektoriine alinan kan Ornekleri
analizlerde kullanildi. Sakrifikasyonun ardindan ratlarin akciger dokular1 ¢ikarildi.
Histopatolojik inceleme i¢in akciger dokular1 %10°luk formaldehit icinde muhafaza

edildi.

Sham grubu (n=7): Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda muhafaza
edildiler. Yiyecek kisitlamasina gidilmedi. KOAH modeli olugturmak i¢in bu gruptaki
ratlara ksilazin/ketamin ile anestezi sonrast PPE 55 U/100gr konsantrasyonunda 0,5
mL NaCl ile karistirilarak hazirlandi ve intratrakeal olarak ratlara verildi. Bu gruptaki
ratlara herhangi bir tedavi uygulanmadi. 15 giiniin sonunda bu gruptaki tiim ratlardan
genel anestezi altinda kalpten kan 6rnekleri alindi. Mor kapakli EDTA’] tiip, sari
kapakli jelli tiip ve heparinli kan gazi enjektdriine alinan kan Ornekleri analizlerde
kullanild1. Sakrifikasyonun ardindan ratlarin akciger dokulari ¢ikarildi. Histopatolojik

inceleme i¢in akciger dokular1 %10°luk formaldehit icinde muhafaza edildi.

Grup 1: Dag kekigi (n=8): Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda
muhafaza edildiler. Yiyecek kisitlamasina gidilmedi. KOAH modeli olusturmak igin
bu gruptaki ratlara ksilazin/ketamin ile anestezi sonrast PPE 55 U/100gr
konsantrasyonunda 0,5 mL NaCl ile karigtirilarak hazirland1 ve intratrakeal olarak
ratlara verildi. Bu gruptaki ratlara ¢aligma siiresi boyunca 500 mg/kg (Sharifi-Rigi ve
ark 2024) dozunda Origanum onites L. ekstrakti tedavisi gavaj yoluyla uygulandi
(Sekil 2.4). 15 giiniin sonunda bu gruptaki tiim ratlardan genel anestezi altinda kalpten
kan ornekleri alindi. Mor kapaklt EDTA’1 tiip, sar1 kapakli jelli tiip ve heparinli kan
gaz1 enjektoriine alinan kan 6rnekleri analizlerde kullanildi. Sakrifikasyonun ardindan
ratlarin akciger dokulart ¢ikarildi. Histopatolojik inceleme i¢in akciger dokulari

%10’luk formaldehit i¢inde muhafaza edildi.

Grup 2: Yayla kekigi (n=8): Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda

muhafaza edildiler. Yiyecek kisitlamasina gidilmedi. KOAH modeli olusturmak igin
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bu gruptaki ratlara ksilazin/ketamin ile anestezi sonrast PPE 55 U/100gr
konsantrasyonunda 0,5 mL NaCl ile karigtirilarak hazirland1 ve intratrakeal olarak
ratlara verildi. Bu gruptaki ratlara ¢aligma siiresi boyunca 500 mg/kg (Sharifi-Rigi ve
ark 2024) dozunda origanum minutiflorum ekstrakti tedavisi gavaj yoluyla uygulandi
(Sekil 2.4). 15 giiniin sonunda bu gruptaki tiim ratlardan genel anestezi altinda kalpten
kan ornekleri alindi. Mor kapaklt EDTA’1 tiip, sar1 kapakli jelli tiip ve heparinli kan
gaz1 enjektoriine alinan kan 6rnekleri analizlerde kullanildi. Sakrifikasyonun ardindan
ratlarin akciger dokulart ¢ikarildi. Histopatolojik inceleme i¢in akciger dokulari

%10’luk formaldehit i¢inde muhafaza edildi.

Grup 3: Bal (n=8): Ratlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda muhafaza
edildiler. Yiyecek kisitlamasina gidilmedi. KOAH modeli olugturmak i¢in bu gruptaki
ratlara ksilazin/ketamin ile anestezi sonrast PPE 55 U/100gr konsantrasyonunda 0,5
mL NacCl ile karistirilarak hazirlandi ve intratrakeal olarak ratlara verildi. 5 gr kekik
bali 10 mL distile suda ¢oziildii. Kekik bali grubundaki ratlara ¢alisma siiresi boyunca
2 gr/kg kekik bali tedavisi (Lafraxo ve ark 2021) gavaj yoluyla uyguland (Sekil 2.4).
15 gilinliin sonunda bu gruptaki tiim ratlardan genel anestezi altinda kalpten kan
ornekleri alindi. Mor kapaklt EDTA’1 tiip, sar1 kapakli jelli tiip ve heparinli kan gazi
enjektoriine alinan kan Ornekleri analizlerde kullanildi. Sakrifikasyonun ardindan

ratlarin akciger dokulart ¢ikarildi. Histopatolojik inceleme ig¢in akciger dokulari

%10’luk formaldehit i¢inde muhafaza edildi.
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Sekil 2.4 Gavaj yolu ile kekik ekstraktlar1 ve kekik balinin intaperitoneal
enjeksiyonu.

2.2.8. Venoz Kan Gazi Analizi

Caligma siiresinin sonunda Isoflourane ile anestezi yapilan ratlarin
kalplerinden heparinli kan gazi enjektoriine kan ornekleri alindi. ABL9 kan gazi
analizorii (Sekil 2.5) kullanilarak alinan kan orneklerinde bekletilmeden kan gazi
parametreleri analiz edildi. Analizde pH, parsiyel karbondioksit basinci, parsiyel

oksijen basinci, bikarbonat ve oksijen satiirasyonu yiizdesi belirlendi.
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Sekil 2.5 Kan gazi analizorii

2.2.9. Akim Sitometri ile CD3*, CD4* ve CD8" Analizi

Akim sitometri ile CD3", CD4" ve CD8" hiicrelerinin yiizdelerini belirlemek
i¢cin Anti-Rat CD3*, CD4" ve CD8" monoklonal antikorlar1 (Elabscience Bionovation
,inc.) ile boyandi. Ratlardan alinan kan 6rnekleri mor kapaklt EDTA’ 1 tiiplere aktarildi.
Her bir numune i¢in ayr1 ayr1 parmak cam tiip alindi. Tiiplere 100 pL kan numunesi
alindi. Her tiipe ayr1 ayr1 CD3", CD4" ve CD8" antikorlar1 prosediire gore eklendi.
Hiicrelerin par¢alanmasi i¢in 600 pL Lysing soliisyonu eklenip karanlikta 10 dakika
inkiibe edildi. 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi, kalan
pelete 1000 uL fosfat buffer soliisyon (PBS) eklenip 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant kismi atildi, pelete 500 uL PBS eklenip karanlikta 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Analiz i¢in Beckman Coulter CytoFLEX marka flow sitometri
cihaz1 (Sekil 2.6) kullanildi. Hiicreler CD3*, CD4"* ve CD8" olarak siniflandirildi ve
ylizdeleri elde edildi.
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Sekil 2.6 Beckman Coulter Akim sitometri cihazi
2.2.10. ELISA ile IL-1a, IL-33, HMGB1, MMP9 ve TIMP1 Analizi
IL-1a diizeylerinin ELISA yontemi ile tespiti

- Tim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve serum numuneleri oda sicakligina
getirildi.

- Calisma 6ncesinde numuneler 2-3 saniye vortekslendi.

- Standartlarin hazirlanmasi: 320 ng/L konsantrasyondaki ana stok ¢ozeltisinden
seri dilisyonla 160, 80, 40, 20 ve 10 ng/L konsantrasyonda standartlar
hazirlandi.

- Standart kuyucuklarina 50 pL farkli konsantrasyondaki standartlardan eklendi.
Standart kuyucuklarina Biyotinlenmis antibody eklenmedi ¢iinkii standart
sollisyonlar1 zaten Biyotinlenmis antibody igeriyordu. Blank kuyucuguna
sample diltient eklendi.

- Numune kuyucuklarina her bir numuneden 40 pL eklendi ve iizerine 10 pL
anti-IL-1a antibody eklendi.

- Tim kuyucuklara 50 uL Streptavidin-HRP eklendi (Blank kuyucugu haric).

- Plate 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyonun ardindan plate, otomatik ELISA plate yikayici cihazda 5 kez
yikandi.

- 50 pL Substrat soliisyon A ve 50 puL Substrat soliisyon B eklendi. Karanlikta
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Mavi renk olusumu gézlemlendi.
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50 pL Stop soliisyonu eklendi. Sar1 renk olusumu gozlendi.
ELISA okuyucuda 450 nm’de optik dansite dl¢iildii.
Sensitivity: 0,48 ng/L

IL-33 diizeylerinin ELISA yontemi ile tespiti

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve serum numuneleri oda sicakligina
getirildi.

(Calisma Oncesinde numuneler 2-3 saniye vortekslendi.

Standartlarin hazirlanmasi: 480 ng/L konsantrasyondaki ana stok ¢ozeltisinden
seri diliisyonla 240, 120, 60, 30 ve 15 ng/L konsantrasyonda standartlar
hazirlandi.

Standart kuyucuklarina 50 pL farkli konsantrasyondaki standartlardan eklendi.
Standart kuyucuklarina Biyotinlenmis antibody eklenmedi ¢iinkii standart
soliisyonlar1 zaten Biyotinlenmis antibody igeriyordu. Blank kuyucuguna
sample diliient eklendi.

Numune kuyucuklaria her bir numuneden 40 pL eklendi ve lizerine 10 uL
anti-IL-33 antibody eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi (Blank kuyucugu harig).
Plate 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plate, otomatik ELISA plate yikayici cihazda 5 kez
yikandi.

50 pL Substrat soliisyon A ve 50 pL Substrat soliisyon B eklendi. Karanlikta
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Mavi renk olusumu gézlemlendi.

50 pL Stop soliisyonu eklendi. Sar1 renk olusumu gozlendi.

ELISA okuyucuda 450 nm’de optik dansite 6l¢iildii.

Sensitivity: 0,56 ng/L

HMGBI1 diizeylerinin ELISA yontemi ile tespiti

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve serum numuneleri oda sicakligina
getirildi.

(Calisma Oncesinde numuneler 2-3 saniye vortekslendi.
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Standartlarin  hazirlanmasi: 32 ng/mL  konsantrasyondaki ana stok
cozeltisinden seri diliisyonla 16, 8, 4, 2 ve 1 ng/mL konsantrasyonda standartlar
hazirland1.

Standart kuyucuklarina 50 pL farkli konsantrasyondaki standartlardan eklendi.
Standart kuyucuklarina Biyotinlenmis antibody eklenmedi ¢iinkii standart
soliisyonlar1 zaten Biyotinlenmis antibody igeriyordu. Blank kuyucuguna
sample diliient eklendi.

Numune kuyucuklarma her bir numuneden 40 pL eklendi ve lizerine 10 uL
anti-HMGB1 antibody eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi (Blank kuyucugu harig).
Plate 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plate, otomatik ELISA plate yikayici cihazda 5 kez
yikandi.

50 pL Substrat soliisyon A ve 50 pL Substrat soliisyon B eklendi. Karanlikta
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Mavi renk olusumu gozlemlendi.

50 pL Stop soliisyonu eklendi. Sar1 renk olusumu gozlendi.

ELISA okuyucuda 450 nm’de optik dansite dl¢iildii.

Sensitivity: 0,051 ng/mL

MMP-9 diizeylerinin ELISA yontemi ile tespiti

Doku homojenizasyonu: -80 °C’de muhafaza edilen akciger dokularinin her

birinden 1 gram tartildi. 50 mL’lik flakon tiip i¢erisine alind1 ve {izerine 9 mL
PBS eklendi. Homojenizator araciligi ile buz iizerinde homojen hale getirildi.
5000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant kismi alindi.

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve doku homojenatlar1 oda sicakligina
getirildi.

(Calisma Oncesinde numuneler 2-3 saniye vortekslendi.

Standartlarin  hazirlanmasi:  12.8 ng/mL konsantrasyondaki ana stok
cozeltisinden seri diliisyonla 6.4, 3.2, 1.6, 0.8 ve 0.4 ng/mL konsantrasyonda
standartlar hazirlandu.

Standart kuyucuklarina 50 pL farkli konsantrasyondaki standartlardan eklendi.

Standart kuyucuklarma Biyotinlenmis antibody eklenmedi ¢iinkii standart
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soliisyonlar1 zaten Biyotinlenmis antibody igeriyordu. Blank kuyucuguna
sample diliient eklendi.

Numune kuyucuklarma her bir numuneden 40 pL eklendi ve lizerine 10 uL
anti-MMP-9 antibody eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi (Blank kuyucugu harig).
Plate 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plate, otomatik ELISA plate yikayici cihazda 5 kez
yikandi.

50 pL Substrat soliisyon A ve 50 pL Substrat soliisyon B eklendi. Karanlikta
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Mavi renk olusumu gézlemlendi.

50 pL Stop soliisyonu eklendi. Sar1 renk olusumu gozlendi.

ELISA okuyucuda 450 nm’de optik dansite dl¢iildii.

Sensitivity: 0,01 ng/mL

TIMP-1 diizeylerinin ELISA yontemi ile tespiti

Doku homojenizasyonu: -80 °C’de muhafaza edilen akciger dokularinin her

birinden 1 gram tartildi. 50 mL’lik flakon tiip igerisine alind1 ve {izerine 9 mL
PBS eklendi. Homojenizator araciligi ile buz iizerinde homojen hale getirildi.
5000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant kismi alindi.

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve doku homojenatlar1 oda sicakligina
getirildi.

(Calisma 6ncesinde numuneler 2-3 saniye vortekslendi.

Standartlarin  hazirlanmasi: 16 ng/mL  konsantrasyondaki ana stok
cozeltisinden seri dilisyonla 8, 4, 2, 1 ve 0.5 ng/mL konsantrasyonda
standartlar hazirlandu.

Standart kuyucuklarina 50 pL farkli konsantrasyondaki standartlardan eklendi.
Standart kuyucuklarma Biyotinlenmis antibody eklenmedi ¢iinkii standart
soliisyonlar1 zaten Biyotinlenmis antibody igeriyordu. Blank kuyucuguna
sample diliient eklendi.

Numune kuyucuklarina her bir numuneden 40 pL eklendi ve iizerine 10 pL
anti-TIMP-1 antibody eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi (Blank kuyucugu harig).

Plate 37°C’de 60 dakika inkibe edildi.
46



- Inkiibasyonun ardindan plate, otomatik ELISA plate yikayici cihazda 5 kez
yikandi.

- 50 pL Substrat soliisyon A ve 50 puL Substrat soliisyon B eklendi. Karanlikta
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Mavi renk olusumu gézlemlendi.

- 50 pL Stop soliisyonu eklendi. Sar1 renk olusumu goézlendi.

- ELISA okuyucuda 450 nm’de optik dansite ol¢tildii.

- Sensitivity: 0,02 ng/mL

2.2.11. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik incelemeler i¢in akciger dokulari, sakrifiye edilen hayvanlardan
cikartildiktan sonra derhal %10'luk tamponlu formalin soliiyonu igerisinde fikse edildi.
Fiksasyon siireci, dokularin morfolojik yapilarini koruyarak detayli bir degerlendirme
yapilabilmesi amaciyla 24 saat olarak belirlendi. Fiksasyon sonrasinda, her bir
hayvanin sag ve sol akciger loblarindan 1x1 cm boyutlarinda doku 6rnekleri alindi.
Alinan bu ornekler rutin histolojik islem siireclerine tabi tutularak parafin bloklara

gomiildii.

Parafin bloklardan mikrotom kullanilarak 4 mikron kalinliginda kesitler alindi
ve bu kesitler lamlar lizerine yerlestirildi. Kesitler, hematoksilen-eozin (H&E) boyama
protokoliine uygun sekilde boyanarak doku yapis1 ve patolojik degisikliklerin detayl

incelenmesi i¢in hazirlandi.

Boyanan lamlar Olympus BX53 model bir 151k mikroskobunda incelendi.
Akciger parankiminde amfizem gelisimi, alveol duvar yapisi, bronsioller ve damarlar

etrafinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu dikkatlice degerlendirildi.

Amfizem degerlendirmesinde; alveolar genigleme ve yikim derecesi belirlendi.
Normal alveoler yapinin kaybi degerlendirildi. Amfizem gelisim durumu su sekilde

skorlandi:

e Derece 0 (Yok): Alveolar genigleme veya yikim yoktur; normal alveoler

yap1 tamamen korunmustur.

e Derece 1 (Hafif): Hafif derecede alveolar genisleme vardir; alveoler

duvarlarda minimal yikim goriiliir ve yapr biiytik 6l¢iide korunur.
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Derece 2 (Orta): Orta derecede alveolar genigleme ve yikim vardir; bazi

alveoler duvarlar kaybolmustur ve yap1 bozulmustur.

Derece 3 (Siddetli): Yaygin ve siddetli alveolar genisleme ile alveoler
duvarlarin ciddi derecede yikimi mevcuttur; normal alveoler yapi

neredeyse tamamen kaybolmustur.

Doku inflamasyonu; inflamasyonun varligi ve siddeti degerlendirildi. Doku

yapisindaki degisiklikler gbz &niine alindi. inflamasyon yayginligi ve siddetine gore

asagidaki gibi siniflandi:

Derece 0 (Normal): Hig¢bir inflamasyon belirtisi yoktur.

Derece 1 (Hafif): Inflamatuar hiicrelerin hafif bir infiltrasyonu goriiliir,

ancak dokunun yapist biiytik 6l¢iide korunur.

Derece 2 (Orta): Inflamatuar hiicrelerin orta derecede birikimi vardir ve

doku yapisinda hafif bozulmalar gézlemlenir.

Derece 3 (Siddetli): Yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonu vardir ve

doku yapisinda ciddi bozulmalar mevcuttur.

Lenfoid birikim; lenfoid hiicrelerin sayis1 ve birikim yerleri belirlendi. Birikim

yogunlu su sekilde siniflandirildi:

Derece 0 (Yok): Lenfoid hiicre birikimi gézlenmez.

Derece 1 (Hafif): Lenfoid hiicre birikimi sinirlidir ve kiigiik, diizensiz

kiimeler halinde bulunur.

Derece 2 (Orta): Daha belirgin lenfoid birikimler mevcuttur, ancak

doku i¢inde lokalize ve sinirhidir.

Derece 3 (Siddetli): Yaygin ve yogun lenfoid birikimler bulunur,
genellikle belirgin lenfoid nodiiller veya yapilasmis birikimler

seklindedir.
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Dokular ayrica, fibrozis, doku nekrozu ve graniilom olusumu agisindan da

benzer derecelendirmeler goz oniine alinarak degerlendirildi.
2.2.12. Istatistiksel Analiz

Tilim istatistiksel analizler, SPSS 29 siirtimii kullanilarak gerceklestirilmistir.
Verilerin normallik dagilimi Shapiro-Wilk testiyle, varyans homojenligi ise Levene
testiyle degerlendirilmistir. Sayisal degiskenler, %95 giiven araliginda alt-iist limitlerle

veya ceyrekler arasi agiklikla (%25-75) medyan deger olarak ifade edilmistir.

Gruplar arasindaki farklar, ANOVA tek yonlil varyans analizi ve devaminda
Tukey HSD post-hoc testiyle veya Kruskal-Wallis H testiyle analiz edilmistir. Tedavi
oncesi ve sonrasit degisimler bagimli 6rneklem t-testi ile karsilagtirllmigtir. Ayrica,
degiskenler arasindaki iligkiler i¢in Pearson korelasyon analizi uygulanmistir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Origanum onites L. Ve Origanum minutiflorumun Ucgucu Yag Analizi

Sonuclari

Origanum onites L.’nin (Dag kekigi) ugucu yag analizi sonucunda en fazla
karvakrol (%66,75) tespit edildi. timokinon da %29,46 oraninda ikinci sirada yer aldu.
Origanum onites L.’nin ugucu yaginda bulunan diger bilesenler Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1 Origanum onites L.’nin ugucu yaginin kimyasal igerigi.

Kimyasal Bilesen Alan (%)
Benzenasetaldehit 0,09
4-Terpineol 0,08
Timokinon 29,46
2-Asetil-4,4-dimetil-siklopent-2-enone 0,49
Timol 0,83
Karvakrol 66,75
2,4-Di-tert-butilfenol 0,13
Heptadekan 0,25
Nonadekan 1,8
Pentakosan 0,13

Origanum minutiflorumun (Yayla kekigi) ugcucu yag analizi sonucunda en fazla
oranda karvakrol (77,56) bulundugu, ikinci sirada %11,32 oranla timokinon
bulundugu tespit edildi. Timol ise %7,69 oranda tespit edildi. Origanum

minutiflorumun ugucu yaginda bulunan diger bilesenler Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3.2 Origanum minutiflorumun ugucu yagimin kimyasal icerigi.

Kimyasal Bilesen Alan (%)
Okten-3-ol 0,53
Oktan-3-ol 0,18
Simol 47804 0,05
1,2,3-Trimetil-siklopent-2-enekarboksaldehit 0,03
Borneol 0,04
4-Terpineol 0,7
Dihidrokarvon 0,27
Timokinon 11,32
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Timol 7,69

Karvakrol 77,56
2,4-Di-tert-butilfenol 0,13
Heptadekan 0,2
Heptadekanol 0,03
Nonadekan 1,2
Pentakosan 0,07

3.2. Origanum onites L. Ve Origanum minutiflorumun Fenolik Madde Analizi

Sonuclari

Origanum onites L.’nin fenolik madde analizi sonucunda igeriginde en fazla
rosmarinik asit (2295,4 ppm), hesperidin (180,3 ppm), luteolin (174,8 ppm) ve katesin
(95,5 ppm) tespit edilmistir. Origanum minutiflorumun fenolik madde analizi
sonucunda igeriginde en fazla rosmarinik asit (885,8 pm) ve kamferol (148,6 ppm)
tespit edilmistir. Ayrica Tablo 3.3’te de gosterildigi gibi her iki origanum tiirtinde de
gallik asit, epikatesin ve benzoik asit gibi antioksidan aktivitesi bilinen maddeler de

tespit edilmistir.

Tablo 3.3 Origanum onites L.ve Origanum minutiflorumun fenolik madde igerigi.

Fenolik Madde Origanum minutiflorum | Origanum onites L.
(ppm) (ppm)
Gallik asit 26,2 16,9
Protokatesik asit 10,9 7,6
Katesin 36,3 95,5
p-hidroksi benzoik asit 3,1 *
Klorogenik asit 2.9 14,3
Kafeik asit 41,8 52,8
Epikatesin 6,3 22,3
Ferulik asit 10,1 26,3
Benzoik asit 28,9 8,5
Hesperidin 115 180,3
Rosmarinik asit 885,8 22954
Sinnamik asit 2,6 *
Kuersetin * 50,4
Luteolin 20,3 174,8
Kamferol 148.6 56,5
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3.3. Origanum onites L. ve Origanum minutiflorumun Organik Asit Analizi

Sonuclari

Origanum minutiflorumun organik asit analizi sonucunda igeriginde en fazla
malik asit (49,717 ppm), laktik asit (48,677 ppm) ve sitrik asit (25,046 ppm) tespit
edilmistir. Origanum onites L.nin organik asit analizi sonucunda i¢eriginde en fazla
laktik asit (36,725 ppm), sitrik asit (28,996 ppm) ve malik asit (12,702 ppm) tespit
edimistir. Ayrica her iki origanum tiiriinde de Tablo 3.4’te de goriildiigii gibi formik

asit, Askorbik asit ve fumarik asit de tespit edilmistir.

Tablo 3.4 Origanum onites L.ve Origanum minutiflorumun organik asit icerigi.

Organik Asit | Origanum minutiflorum Origanum onites L.
(ppm) (ppm)
Formik asit 2,483 2,945
Malik asit 49,717 12,702
Askorbik asit 6,984 7,015
Laktik asit 48,677 36,725
Sitrik asit 25,046 28,996
Fumarik asit 0,078 0,083

3.4.Balin Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH ile radikal siipiirme aktivitesi belirlenen farkli konsantrasyonlardaki bal

orneklerinin sonuglar1 Tablo 3.5°te gosterilmistir.

Tablo 3.5’e gore; radikal siiplirme aktivitesi 5 mg/mL konsantrasyondaki bal
numunesinde %40,98, 10 mg/mL konsantrasyondaki bal numunesinde %47,90, 20
mg/mL konsantrasyondaki bal numunesinde %52 ve 40 mg/mL konsantrasyondaki bal
numunesinde %59,55 olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore Grafik 3.1°deki
grafikten faydalanilarak IC50 (SC50) degeri 15,301 olarak bulundu.
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Tablo 3.5 Farkli konsantrasyondaki bal numunelerinin radikal siipiirme aktivitesi.

Radikal
Konsantrasyon Siipiirme Standart IC50
(mg/ml) Kontrol | Bal | \yivitesi | O™ | Sapma | 075D | =scs0)
(%RSA)
0,7155 | 0,4254 | 40,54507338
5 0,7155 | 0,4209 | 41,17400419 | 40,98 0,38 |40,98+0,38
0,7155 | 0,4206 | 41,21593291
0,7155 | 0,3728 | 47,89657582
10 0,7155 | 0,3732 | 47,84067086 | 47,90 0,06 |47,90+0,06
0,7155 | 0,3723 | 47,96645702
15,301
0,7155 | 0,3442 | 51,89378057
20 0,7155 | 0,3433 | 52,01956674 | 52,00 0,09 |52,00+0,09
0,7155 | 0,3429 | 52,0754717
0,7155 | 0,2904 | 59,4129979
40 0,7155 | 0,2896 | 59,52480783 | 59,55 0,16 |[59,55+0,16
0,7155 | 0,2882 | 59,72047519
S =2.17915597
r =0.98679066
6’\?“\ i
5199 ]
m i
2]
I >
3 ]
) 2° ]
] 0 N
< ]
> 6% ]
s ]
1 (
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Grafik 3.1 Balin radikal siiplirme aktivite egrisi.
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3.5.KOAH Protokoliiniin Dogrulanmasi

Ratlarda KOAH olusturulduktan sonra 3. giin ve 10. giin Sham grubundan
rastgele secilen bir hayvanin genel anestezi altinda kuyruk kismindan heparinli kan
gazi enjektoriine vendz kan 6rnegi alindi. KOAH olusturduktan 10 giin sonra hayvan
sakrifiye edildi, akcigerleri ¢ikarildi (Sekil 3.1) ve histopatolojik inceleme igin

%10’luk formaldehit icerisine alindu.

Sekil 3.1 Sham grubundan rastgele segilen ve sakrifiye edilen hayvanin

akcigerindeki inflamasyon goriintiisii.

Sekilde de goriildiigii gibi akciger dokusunda inflamasyon geligmistir. Bu da

KOAH modeli olusturma protokoliimiiziin basarili oldugunu gostermektedir.
3.5.1. Kan Gaz Analizi Sonuclar

KOAH modeli olusturma protokoliiniin dogrulugunu teyit etmek i¢in model
olusturduktan sonra 3. ve 10. giin yaptigimiz kan gazi analizlerinin sonuglari ve
karsilastirmast Tablo 3.6’da gosterilmistir. Buna gore PPE ile olusturulan KOAH
modelinde 3. ve 10. giinlerde yapilan kan gazi analizleri, hastaligin ilerleyisine baglh
olarak karisik (kombine) asidoz gelistigini gostermektedir. pCO- seviyelerinin artmasi,
alveoler ventilasyonun yetersiz hale geldigini ve CO: atilimimin azaldigin1 gdstererek
solunumsal asidoza isaret etmektedir. Solunum yoluyla atilamayan CO., karbonik asit
(H2COs) olusumunu artirarak kan pH’sinin diismesine neden olmustur. Bununla
birlikte bikarbonat seviyelerinin azalmasi, renal kompanzasyonun yetersiz oldugunu
veya ek bir metabolik asidoz tablosunun gelistigini diisiindiirmektedir. pO: ve oksijen

satiirasyonundaki diisiis, hipoksiye bagli laktik asidozun varligina isaret edebilir.
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Hipoksik ortamda anaerobik metabolizmanin artmasi, laktat birikimine ve metabolik
asit yiikiiniin yiikselmesine yol agarak pH diisiisiinii daha da siddetlendirmis olabilir.
Ayrica  KOAH modelinde goriilen inflamasyon ve oksidatif stres, hiicresel
metabolizmay1 bozarak asit ylikiinliin artmasma katkida bulunmus olabilir. Sonug
olarak, KOAH ilerledik¢e hava yolu obstriiksiyonu, gaz degisim bozuklugu ve
hiperkapni siddetlenerek kombinasyon halinde solunumsal ve metabolik asidoza
neden olmustur. Bu tablo, KOAH’m ilerleyen evrelerinde goriilen respiratuvar

yetmezlik ile benzerlik gostermektedir.

Tablo 3.6 KOAH olusturduktan 3. vel0. giin kan gazi analizi sonuglart.
pH | pCOz2 | pO2 | HCOs3 | sO2

(mmHg) (mmHg) | (mmol/L) (%)

KOAH

olusturduktan 7,41 37,6 337 24,08 | 99,77
3 giin sonra

KOAH

olusturduktan 7,32 38,9 78 19,6 94,4

10 giin sonra

3.5.2. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit i¢ine alinan akciger dokulari
inflamasyon, amfizem ve lenfoid birikim acisindan degerlendirildi. Buna gére KOAH
olusturulduktan sonra akciger dokusunda inflamasyon ve amfizem gelisimi goriildii.
Amfizem agisindan hafif derecede alveolar genisleme vardi; alveolar duvarlarda
minimal yikim gériildii. Inflamasyon agisindan inflamatuar hiicrelerin orta derecede
birikimi vardi ve doku yapisinda hafif bozulmalar gézlemlendi. Ayrica kiigiik lenfoid

hiicre birikimi gozlendi.
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3.6. Ratlarin Deneyde i1k Giin ve Son Giin Agirhiklar

Tablo 3.7 Gruplardaki ratlarin ilk ve son agirliklari.

Son Agirlik (g)

p degeri

Ik Agirlik (g)
Ort. (%95 CI)
KONTROL 243,50 (199-288)
(n=6)
SHAM (n=7) 248,57 (233-264)
DAG KEKIiGi | 268,00 (251-285)
(n=8)
YAYLA KEKIGi | 256,29 (226-286)
(n=7)
B AL 254,29 (236-273)
(n=7)
p degeri 0,522
*ANOVA tek yonlii analiz

"Degerler Ortalama (%95 giiven araliginda alt iist limit) olarak verilmistir.

Ort. (%95 CI)

248,50 (205-292)

247,14 (228-266)

283,00 (260-306)

258,86 (228-290)

253,71 (233-275)

0,148

2p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

0,429

0,604

0,010*

0,349

0,884

Rastgele olusturulan gruplar arasinda ilk agirliklart acgisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. Tablo 3.7’de de goriildiigii gibi gruplarmn ilk

agirliklart benzerdi (p=0,522). DK’nin ilk ve son agirliklar1 arasinda anlamli bir

farklilik vardi (p=0,01). Diger gruplarmn ilk ve son agirliklart arasinda anlamli bir

farklilik bulunamadai.

Gruplarda bulunan ratlarin ortalama agirliklilar1 ve standart sapmalart Sekil

3.2°de gosterilmistir.

56



350
2%3
300 = -
243 248 249 247 236 254 2%4
250 T I
200
150
100

50

Kontrol Sham DK YK BAL

ilk Agirlik  m Son Agirlik
Sekil 3.2 Ratlarin deneyin baslangi¢ giinii ve deney sonundaki agirliklarinin
ortalama ve standart sapma degerleri.
3.7. Akim Sitometri Sonuclari

Tablo 3.8 Gruplarda bulunan ratlarin CD3*, CD4" ve CD8" yiizdeleri.

Kontrol Sham Dag kekigi Yayla kekigi Bal P
(n=6) (n=7) (n=8) (n=7) (n=T7) degeri
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
IQR[QI-Q3]  IQR[QI-Q3]  IQR[QI-Q3]  IQR[QI-Q3]  IQR[QI-Q3]
CD3* 50,86 74,87 59,36 57,87 60,52 0,017*
(%) [0-65,86] [66,06-83,42]>  [49,83-61,07]* [41,88-62,38]* [52,03-68,23]
CDh4* 31,28 42,12 41,18 40,68 40,37 0,334
(%) [0-46,82] [38,91-51,45]  [35,82-43,96] [28,79-43,31] [35,91-46,35]
CD8* 17,11 21,69 14,83 13,83 17,38 0,033*
(%) [0-18,61T [19,34-42,52]> [13,24-15,71]* [10,53-18,95]* [15,09-22,19]*

*Kruskal Wallis H Test
'Degerler medyan IQR [Q1-Q3] olarak verilmistir.
2Ayni harfle gosterilen degerlerin istatistiksel olarak arasinda fark yoktur.

3p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar arasinda CD8" diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardi (p=0,03). CD8" diizeyleri en yiiksek Sham grubunda, en diisiik kontrol
grubunda tespit edildi. Uygulama gruplarinda Sham grubuna gére CDS8* diizeyleri

Onemli derecede azalda.
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CD4" diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamadi (p=0,33).

Gruplar arasinda CD3" diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardi (p=0,017). CD3" diizeyleri en yiiksek Sham grubunda, en diisiik kontrol
grubunda tespit edildi. Uygulama gruplarinda Sham grubuna gére CD3* diizeyleri
onemli derecede azalmistir. Tiim sonuglar Tablo 3.8’de gosterilmistir. Gruplarin CD8",
CD4" ve CD3" yiizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri Sekil 3.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.3 Gruplardaki ratlarin CD3*, CD8" ve CD4" diizeylerinin ortalama ve

standart sapmalarini1 gosteren siitun grafigi.
3.8. Kan Gaz Analizi Sonuclari

PPE ile ratlarda KOAH modeli olusturduktan 10 giin sonra uygulama gruplari
kekik tiirleri ve bal ile 15 giin boyunca tedavi edildi. 15 giinliik tedavi siiresinin
ardindan genel anestezi altinda ratlarin kalbinden heparinli kan gazi enjektoriine kan
ornegi alindi. Bekletilmeden kan gazi analizoriinde kan gazi parametreleri analiz
edildi. KOAH olusturduktan sonra 3. giin yapilan kan gazi analizi sonuglar1 ve

uygulama sonrasi yapilan kan gazi analizi sonuglari karsilagtirildi.
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Kontrol grubunda baslangi¢ ve uygulama sonrast pH, pCO2, pO2, HCO3™ ve

sO; diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi.

Sham grubunda baslangic ve uygulama sonrasinda pH seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlendi (p=0,005). pH seviyeleri baslangica
gore uygulama sonrasinda daha diisiiktii. Uygulama gruplarinda da baslangica gore
uygulama sonrasinda pH seviyelerinin yiikseldigi goriilmektedir (Tablo 3.9).
Baslangica gore uygulama sonrasinda pH seviyelerinde DK (p=0,015), YK (p=0,012)
ve BAL’da (p=0,007) istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik elde edildi.

Sham grubunda pCOs: seviyeleri baslangica gore uygulama sonrasinda daha
yiiksekti (p=0,018). Uygulama gruplarinda pCOz seviyeleri baslangica gére uygulama
sonrasinda diisiis gosterdi. DK (p=0,048) ve YK’de (p=0,001) baslangica gore
uygulama sonrasinda pCO> seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

varken, BAL’da (p=0,314) istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunamadi.

Sham grubunda pO> seviyelerinde baslangica gore uygulama sonrasinda diisiis
gozlemlenirken istatistiksel olarak anlamli bir farklihik bulunamadi (p=0,119).
Uygulama gruplarinda baslangica gore uygulama sonrasinda pOs seviyeleri artti. DK
(»p=0,012) ve BAL’da (p=0,013) istatistiksel olarak anlamli bir fark varken, YK’de
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,072).

Sham grubunda HCOs" seviyeleri baglangica gore uygulama sonrasinda artmis
ve istatistiksel olarak anlaml bir farklilik elde edilmistir. HCO;™ seviyeleri uygulama
gruplarinda baslangica gore uygulama sonrasinda diismiistiir. DK ve YK’de baslangica
gore uygulama sonrasinda HCOs™ seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktu. BAL’da baslangica gore uygulama sonrast HCOjs seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik elde edildi (p=0,024).

Sham grubunda oksijen satiirasyonu (sO2) yiizdesi baslangica gore uygulama
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi1 (p=0,013). Uygulama
gruplarinda baslangica goére uygulama sonrasinda sO» yiizdesi artti. DK ve YK’de
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamazken BAL’da baslangica gore

uygulama sonrasi sO: yiizdeleri arasinda anlamli bir farklilik elde edildi (p=0,024).
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Tablo 3.9 Gruplardaki ratlarin baglangi¢ ve uygulama sonrasi kan gazi analizi

Baglangic
pH
Uygulama
Sonrast
p degeri
Baglangic
pCOz
(mmHg) | Uygulama
Sonras1
p degeri
Baglangic
pO:
(mmHg)
Uygulama
Sonrast
p degeri
Baglangic
HCOs
(mmol/L) | Uygulama
Sonras1
p degeri
Baglangic
sO;
(%) Uygulama
Sonras1
p degeri

KONTROL
(n=6)
Ortalama
(%95 CI
Alt-Ust Limit)
7,45
(7,4-7,49)
7,48
(7,44-7,51)
0,346
35,58
(31,57-39,6)
29,72
22,93-36,51)
0,148
377,67
(301,28-454,06)

326,0
(250,71-401,28)

0377
25,10
(23,72-26,48)
28,52
(21,99-35,05)
0255
99,87
(99,81-99,02)
99,12
(97,7-100,53)
0239

*Bagimli 6rneklem T-Test

sonugclari.

SHAM DK
(n=7) (n=8)
Ortalama Ortalama
(%95 CI (%95 CI
Alt-Ust Limit) | Alt-Ust Limit))
7,53 7,43
(7,49-7,57) (7,39-7,47)
7,41 7,54
(7,36-7,47) (7,46-7,63)
0,005* 0,015*
30,64 36,1
(24,39-36,89)  (31,62-40,58)
38,86 30,32
(33,59-44,13)  (22,42-38,23)
0,018* 0,048*

244 192,12
(179,31- (101,26-282,99)
308,69)

173,86 389
(101,16- (312,05-465,94)
246,55)

0,119 0,012*
24,41 27,19
(22,98-25,85)  (23,62-30,75)

26,37 24,2
(24,83-2791)  (22,78-25,62)
0,033* 0,079
99,59 98,17
(99,02-100,15)  (95,91-100,43)
98,51 99,85
(98,19-98,84)  (99,76-99,94)
0,013* 0,125

1p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

YK
(n=7)
Ortalama
(%95 CI
Alt-Ust Limit)
7,39
(7,36-7,42)
7,53
(7,44-7,61)
0,012*
40,49
(35,1-45,87)
32,57
(28,25-36,89)
0,001*
192,29
(86,9-297,66)

340,57
(271,16-409,98)

0,072
25,84
(23,88-27,8)
23,7
(21,81-25,59)
0,119
98,37
(96,41-100,33)
99,83
(99,74-99,92)
0124

BAL
(n=7)
Ortalama
(%95 CI1
Alt-Ust Limit)
7,42
(7,37-7,47)
7,51
(7,46-7,57)
0,007*
36,93
(31,71-42,14)
33,2
(26,47-39,93)
0,314
170,86
(117,54-
224,18)
315,43
(259,14-
371,72)
0,013*
27,51
(24,54-30,48)
24,04
(22,87-25,21)
0,024*
97,49
(95,7-99,27)
99,8
(99,67-99,93)
0,024*
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3.10. ELISA Test Sonuclari

PPE ile KOAH modeli olusturulan uygulama grubundaki ratlara kekik tiirleri
ve bal 15 giin uygulandi. 15 giiniin ardindan genel anestezi altinda kalplerinden kan
ornekleri sar1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine almnip santrifiijlendi. Serum ayrildi,
eppendorflara aktarildi. Analiz giiniine kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Analiz giinii
serum Orneklerinden HMGBI, IL-1a ve IL-33 diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii.
Elde edilen sonuglar Tablo 3.10°da gosterilmistir. HMGBI1 diizeyleri sham grubunda
diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksekti. DK, YK ve
BAL’in HMGBI diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi.

IL-1a diizeyleri en yiiksek sham grubunda en diisiik YK’de elde edildi. DK,
YK ve BAL’da sham grubuna kiyasla IL-1a diizeylerinin diistiigii goriilmektedir. IL-
la diizeyleri kontrol ve sham grubunda istatistiksel olarak benzerdi. Kontrol grubu ile

DK ve BAL da benzerdi. YK ile kontrol ve sham grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi. DK ve BAL da benzerdi.

Tablo 3.10 Gruplardaki ratlarin HMGBI, IL-1a ve IL-33 diizeyleri.

HMGBI1 (ng/mL) IL-1a (ng/L) IL-33 (ng/L)
Ort. (%95 CI) Ort. (%95 CI) Ort. (%95 CI)
KONTROL 4,52 (3,77-5,27) 42,9 (37,24-48,55)2° 130,99 (110,43-151,55)%
(n=6)
SHAM 6,05 (5,6-6,5)° 46,94 (41,93-51,94)% 142,81 (124,1-161,53)°
(n=7)
DK 4,49 (3,65-5,34) 37,62 (34,67-40,57)¢ 113,68 (105,1-122,26)%
(n=8)
YK 4,36 (3,67-5,06) 33,86 (29,51-38,21)° 96,96 (68,58-125,33)?
(n=7)
BAL 4,68 (3,78-5,58) 38,41 (34,09-42,72)"¢ 100,42 (71,85-128,99)%
(n=7)
D degeri 0,003* <0,001* 0,004*
'ANOVA tek yonlii analiz.

2p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3Ayni harfle gosterilen degerlerin istatistiksel olarak arasinda fark yoktur.
IL-33 diizeyleri en yliksek sham grubunda en diisiik YK’de elde edildi. Kontrol
grubu ile DK, YK ve BAL1n IL-33 diizeyleri benzerdi. Sham grubunun IL-33
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diizeyleri kontrol ve DK ile benzerdi. YK ve BAL’1n IL-33 diizeyleri sham grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi.

Gruplarin IL-1a ve IL-33 diizeylerinin ortalama ve standart sapma grafikleri Sekil 3.4
ve Sekil 3.5’te gosterilmistir.

50
45

Kontrol Sham DK YK BAL
IL-1a

Sekil 3.4 Gruplardaki ratlarin IL-1a diizeylerinin ortalama ve standart sapma

degerleri.

160
140 I

120

100 I I

Kontrol Sham DK YK BAL
IL-33

Sekil 3.5 Gruplardaki ratlarin IL-1a ve IL-33 diizeylerinin ortalama ve standart

sapma degerleri.
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Gruplarin HMGBI diizeylerine ait ortalama ve standart sapma degerleri Sekil 3.6’da

verilmistir.

HMGB1
7
6,p5
6
5 4,68
4p2 493 4,36
-
4
€
N
o14]
c 3
2
1
0
Kontrol Sham DK YK BAL

Sekil 3.6 Gruplardaki ratlarin HMGBI1 diizeylerinin ortalama ve standart sapma
degerleri.

MMP-9 diizeyleri en yiiksek sham grubunda, en diisiik YK’de elde edilmistir.
Kontrol grubu ile DK, YK ve BAL’in MMP-9 diizeyleri istatistiksel olarak benzerdi.
Kontrol grubu ve sham grubunun MMP-9 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
derecede farkliydi. Sham grubu ile DK, YK ve BAL’1n MMP-9 diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli derecede farkliydi (Tablo 3.11).

TIMP-1 diizeyleri en yiikksek BAL’da en diisiik sham grubunda elde edildi.
Kontrol grubu ile sham, DK ve YK’nin TIMP-1 diizeyleri istatistiksel olarak benzerdi.
Sham grubu ile BAL’1n TIMP-1 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

vardi.

Gruplarin TIMP-1 diizeylerinin ortalama ve standart sapma degerleri Sekil

3.7°de gosterilmistir.
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Tablo 3.11 Gruplardaki ratlarin MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri.

MMP-9 (ng/mL) TIMP-1 (ng/mL)
Ort. (%95 CI) Ort. (%95 CI)
KONTROL 1,52 (1,22-1,81) 1,49 (1,16-1,82)°
(n=6)
SHAM 2,4 (2,12-2,68)° 1,41 (1,27-1,55)
(n=7)
DK 1,58 (1,28-1,87) 1,64 (1,35-1,93)%
(n=8)
YK 1,50 (1,27-1,74) 1,59 (1,37-1,81)%
(n=7)
BAL 1,61 (1,41-1,82)% 1,93 (1,68-2,18)°
(n=7)
p degeri <0,001* 0,021*
'TANOVA tek yonlii analiz.

2p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3Ayni harfle gosterilen degerlerin istatistiksel olarak arasinda fark yoktur.

3
2,5 2[4
2 1,93
- 1,64
, 1,69 1,61
E 1,2 1 19 Lp8 1{5
~. L5 141
(oT4]
c
1
0,5
0
Kontrol Sham DK YK BAL

mMMP-9 mTIMP-1

Sekil 3.7 Gruplardaki ratlarin MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerinin ortalama ve standart
sapma degerleri.
Tim gruplarda HMGBI1, IL-la, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri

arasindaki korelasyon Tablo 3.12°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore
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HMGBIlile MMP-9 arasinda pozitif korelasyon, IL-1a ile IL-33 ve MMP-9 arasinda

pozitif korelasyon elde edilmistir.

Tablo 3.12 Tiim gruplarda ¢aligilan parametreler arasindaki korelasyon.

HMGBI1

IL-1a

IL-33

MMP-9

TIMP-1

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonli)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

HMGBI1
1

36
,161
,348
36
,070
,687
36
,367"
,028
36
113
511
36

IL-1a
,161
,348
36

1

36
415"
,012
36
,583"
,000
36
-,080
,644
36

IL-33

,070
,687
36
415"
,012
36

1

36
315
,061
36
-,326
,052
36

MMP-9

367"
,028
36
,583"
,000
36
315
,061
36

1

36
-,057
,743
36

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

TIMP-1
113
511
36
-,080
644
36
-326
,052
36
-,057
743
36

1

36

Kontrol grubunda HMGBI, IL-1a, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri

arasindaki korelasyon Tablo 3.13’te gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore kontrol

grubunda parametreler arasinda korelasyon bulunamamustir.

Tablo 3.13 Kontrol grubunda ¢alisilan parametreler arasindaki korelasyon.

HMGBI1

IL-1a

IL-33

Pearson Correlation
Sig. (2-yonli)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation

Sig. (2-yonli)

HMGBI
1

-,263

,569

-,563
,188

IL-1a
-,263
,569

6

1

,393
,384

IL-33

-,563
,188
6
,393
,384
6

1

MMP-9

,031
,947
6
-,463
,296
6

- 117
,803

TIMP-1
-,134
175

6

-,088
,851

6

-,091
,846
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MMP-9

TIMP-1

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

6
,031
,947
6
-,134
175
6

6
-,463
,296
6
-,088
,851
6

6
117
803
6
-,091
846
6

6
,003
,995
6

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

,003
,995

Sham grubunda HMGBI1, IL-la, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri

arasindaki korelasyon Tablo 3.14’te gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore IL-1a

ile MMP-9 arasinda pozitif korelasyon, IL-33 ile MMP-9 arasinda pozitif korelasyon,

TIMP-1 ile IL-33 arasinda negatif korelasyon elde edilmistir.

Tablo 3.14 Sham grubunda ¢alisilan parametreler arasindaki korelasyon.

HMGBI1

IL-1a

IL-33

MMP-9

TIMP-1

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

HMGBI1
1

p
-323
480
;
-276
,549
;
463
295
;
505
248
;

IL-1a
-,323
,480
7

1

7
-, 737
,059

7
,898™
,006
7

,463
,295

7

IL-33
-276
549
;
737
059
;

1

;
-,594
,160

;
-918"
,004

;

MMP-9
-,463
,295

7

,898™
,006

7

-,594
,160

7

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

TIMP-1
505
248

;

463
295

;
-918"
,004

;

343
451
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DK’de HMGBI, IL-1a, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri arasindaki

korelasyon Tablo 3.15°te gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére HMGBI ile IL-1a

arasinda negatif korelasyon, IL-la ile MMP-9 arasinda pozitif korelasyon elde

edilmisgtir.

HMGBI1

IL-1a

IL-33

MMP-9

TIMP-1

Tablo 3.15 DK’de calisilan parametreler arasindaki korelasyon.

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonli)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

HMGBI1
1

8
-747
,033
8
218
,605
8
-,688
,059
8
,087
838
8

IL-1a
-,747"
,033

8

1

8
-,064
879
8
847
,008
8

-, 107
,800
8

IL-33
218
,605
8
-,064
879
8

1

8
-327
429
8

- 124
771
8

MMP-9
-,688
,059

8

847"
,008

8

-,327
,429

8

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

TIMP-1
,087
838
8
-,107
,800
8
124
771
8
288
489

YK’de HMGBI, IL-la, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri arasindaki

korelasyon Tablo 3.16’da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore IL-1a ile TIMP-1

arasinda pozitif korelasyon elde edilmistir.

HMGBI1

IL-1a

Tablo 3.16 YK’de ¢alisilan parametreler arasindaki korelasyon.

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-yonlii)

N

HMGBI
1

-A475
281

IL-1a IL-33

- 475 -,627

281 ,131

7 7

1 353
437

7 7

MMP-9
,087
,852

7

,567
,185

7

TIMP-1
-, 151
747

;

,840°
018

;
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1L-33 Pearson Correlation -,627 ,353 1 ,296 ,358
Sig. (2-yonlii) ,131 ,437 ,519 ,430
N 7 7 7 7 7

MMP-9 | Pearson Correlation ,087 ,567 ,296 1 ,541
Sig. (2-yonlii) ,852 ,185 ,519 ,210
N 7 7 7 7 7

TIMP-1 | Pearson Correlation -,151 ,840" ,358 ,541 1
Sig. (2-yonlii) , 747 ,018 ,430 ,210
N 7 7 7 7 7

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

BAL’da HMGBI, IL-1a, IL-33, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri arasindaki

korelasyon Tablo 3.17°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore parametreler

arasinda korelasyon bulunamamustir.

Tablo 3.17 BAL’da calisilan parametreler arasindaki korelasyon.

HMGB1 | IL-la IL-33 MMP-9 TIMP-1
HMGB1 @ Pearson Correlation 1 -,099 -,356 ,162 ,307
Sig. (2-yonlii) ,833 ,433 , 728 ,502
N 7 7 7 7 7
IL-1a Pearson Correlation -,099 1 -,099 221 ,486
Sig. (2-yonlii) ,833 ,833 ,634 ,269
N 7 7 7 7 7
1L-33 Pearson Correlation -,356 -,099 1 ,260 -,272
Sig. (2-yonlii) ,433 ,833 573 ,555
N 7 7 7 7 7
MMP-9 | Pearson Correlation ,162 221 ,260 1 515
Sig. (2-yonlii) , 728 ,634 573 ,237
N 7 7 7 7 7
TIMP-1 | Pearson Correlation ,307 ,486 -,272 515 1
Sig. (2-yonlii) ,502 ,269 ,555 ,237
N 7 7 7 7 7

*Korelasyon, 0.05 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.

** Korelasyon, 0.01 anlamlilik diizeyinde (iki yonlii) istatistiksel olarak anlamlidir.
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3.11. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Uygulama gruplarinda PPE ile KOAH modeli olusturulup 15 giinliik kekik
tirleri ve bal uygulama siirecinden sonra sakrifiye edilen ratlarin akciger dokulari
histopatolojik olarak incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 3.18’de gosterilmistir. Buna
gore tiim gruplarda inflamasyon skorlar1 istatistiksel olarak benzerdi. Fakat
inflamasyon skor ortalamalarina gore, sham grubunda inflamasyon derecesi en yliksek
bulundu. Uygulama gruplar1 olan DK, YK ve BAL’da inflamasyon dereceleri sham

grubuna kiyasla azaldi.

Amfizem derecesi en yiiksek sham grubunda en diisik BAL’da elde edildi.
Amfizem agisindan kontrol grubu ile diger gruplar istatistiksel olarak benzerdi. Sham
grubu ile BAL 1n amfizem derecesi istatistiksel olarak farkliydi. Tedavi gruplarinda

amfizem derecesinin sham grubuna kiyasla diistiigii gézlemlendi.

Lenfoid birikim yalnizca sham grubunda gériildii. Kontrol grubu ve uygulama
gruplarinda lenfoid birikim gozlenmedi. Gruplar fibrozis ve graniilom olusumu
acisindan da degerlendirildi fakat gruplarin hicbirinde fibrozis ve graniilom olusumu

goriilmedi.
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Tablo 3.18 Gruplardaki ratlarin histopatolojik degerlendirme sonucu inflamasyon,

lenfoid birikim ve amfizem skorlari.

inflamasyon Amfizem Lenfoid Birikim
Ortalama Ortalama Ortalama
(%95 CI (%95 CI (%95 CI
Alt-Ust Limit) Alt-Ust Limit) Alt-Ust Limit)
KONTROL 1,29 (0,83-1,73) 0,71 (0,26-1,17)® 0 (0-0)*
(n=6)
SHAM 1,57 (1,08-2,07) 0,86 (0,22-1,5)* 1,57 (0,17-2,97)°
(n=T7)
DK 1,12 (0,43-1,82) 0,5 (0,05-0,95)® 0(0-0)*
(n=8)
YK 1,14 (0,5-1,78) 0,29 (0-0,73)®® 0(0-0)*
(n=T7)
BAL 1 (0,24-1,76) 0 (0-0)® 0(0-0)*
(n=7)
p degeri 0,597 0,024* 0,000*
*ANOVA tek yonlii analiz

"Degerler Ortalama (%95 giiven araliginda alt iist limit) olarak verilmistir.

2Ayn1 harfle gosterilen degerlerin istatistiksel olarak arasinda fark yoktur.

3p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Histopatolojik incelemede elde edilen mikroskop goriintiileri kaydedildi. Sekil

3.8’de kontrol grubunun genel akciger histolojisi A) x40 ve B) x40 biiyiitme ile

goriintiisti verilmistir.
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Sekil 3.8 H&E ile boyanan Kontrol grubunun genel akciger histolojisinin
fotomikrografileri. A) X40 magnifikasyon, B) X100 magnifikasyon ile 151k
mikroskobu altinda goriintiisii.

Sham grubunun H&E ile boyanan akciger doku preparatinin histopatolojik
gorlintlisii Sekil 3.9’da gosterilmistir. A) gorlintiisiinde PPE ile KOAH olusturma
sonras1 gelisen amfizem gorlilmektedir. B) goriintiisiinde PPE ile KOAH olusturma
sonrasi artan inflamasyon goriilmektedir. C) goriintiisiinde ise sham grubunda goriilen

lenfoid birikim gosterilmistir.
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©)

Sekil 3.9 PPE ile KOAH modeli olusturulan Sham grubunun H&E ile boyanan akciger
doku preparatinin histopatolojik goriintiisii. A) X40 magnifikasyon ile 151k mikroskobu
altinda amfizem goriintiisii B) X100 magnifikasyon ile 151k mikroskobu altinda
inflamasyon goriintiisii C) X100 magnifikasyon ile 151k mikroskobu altinda lenfoid
birikim goriintiisii.
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PPE ile ratlarda KOAH modeli olusturulup origanum tiirleri ve bal ile tedavi
sonrast gruplardaki akciger histopatolojisinin mikroskop goriintiileri Sekil 3.10’da
gosterilmistir. Buna gore A) goriintiisiinde Dag kekigi B) goriintiisiinde Yayla kekigi
C) gorintiisiinde bal ile tedavi edilmis akciger goriintiisiinde amfizem ve
inflamasyonun iyilestigi goriilmektedir.

)

Sekil 3.10 PPE ile KOAH modeli olusturulup farkli kekik ekstraktlar1 ve bal ile tedavi
edilen gruplarin H&E ile boyanan akciger doku preparatlarinin histopatolojik
goriintiisii. A) Dag kekigi ile tedavi edilen grup 1 (X100) B) Yayla kekigi ile tedavi
edilen Grup 2 (X100) C) bal ile tedavi edilen Grup 3 (X100).
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Gruplardaki doku inflamasyonu derecelerinin ortalama ve standart sapma
degerleri Sekil 3.11°de verilmistir. Buna gore doku inflamasyonu en yiiksek olan grup

sham grubu en diisiik olan ise BAL dur.

2,5

2
=
c 1/6
s . ]
7, 1)3
©
= 1)1 1)1
L
G
=
=
X 05
o
(]

0

Kontrol Sh