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1. GIRIS ve AMAC

Diabetes mellitus (DM), hiperglisemi ve glukoz intoleransi ile karakterize
bir metabolik bozukluktur. Bozulmus insiilin salgilanmas1 ve periferik duyarlilik
ile birlikte sonunda f hiicresi disfonksiyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir. DM,
diinyadaki en eski hastaliklardan biridir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu'nun
2017 raporunda, 2017 yilinda diinya ¢apinda 451 milyon yetiskinin diyabet
hastas1 oldugu ve 2045 yilina kadar 693 milyon kisinin DM'den muzdarip
olmasinin beklendigi one siiriilmiistiir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ayrica,
diinyadaki yetiskin niifusun %19'undan fazlasinin 2030 yilina kadar DM'tan

muzdarip olacagini tahmin etmektedir. [1]

Diabetes mellitus'ta, morbidite ve mortaliteye neden olan uzun vadeli

komplikasyonlar, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklarla karakterizedir. [2]

Vaskiiler endotel, hiperglisemi kaynakli metabolik degisiklikler icin
savunmasiz bir hedef gibi goriinmektedir. Poliol yolunun aktivasyonu,
proteinlerin enzimatik olmayan glikozilasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

artig1 diyabet komplikasyonlarinda 6nemli bir rol oynar. [2]

Hiperglisemiye bagli olarak serbest oksijen radikal iiretiminin ve lipid,
protein ve niikleik asitlerin oksidasyon veya peroksidasyonunun arttigi,
antioksidan savunma sisteminin yetersiz oldugu bilinmektedir. Serbest radikal
iretiminin artmasi ise diyabet komplikasyonlarinin baslamasina ve ilerlemesine

katkida bulunmaktadir. [3]



Iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 bir dokuya kan akiminin kisitlanmasi ile
baslayan ve kan akiminin yeniden saglanmasi ile meydana gelen hiicresel hasar,
organ yetmezligi ve Oliime kadar gidebilecek olaylar biitiindiir. [4] Hasarin
nedeni, bir dizi reaksiyon sonrasinda ortaya ¢ikan oksidatif stres ve inflamatuar

yanittir.

On dokuzuncu yiizyilin ortalarinda kesfedilen bir gaz olan ozon,
mezomerik durumlarin varligir nedeniyle dinamik olarak kararsiz bir yapida olan

ti¢ oksijen atomundan olusan bir molekiildiir. [5]

Ozon tedavisi, antioksidan etkiler, immiinomodiilatér kapasite ve lokal
mikro dolasimin modiilasyonu dahil olmak {izere karmasik mekanizmalar yoluyla
etki eden gelismekte olan bir tedavi stratejisidir. [6] Antioksidan stresi tetikler ve
oksidatif strese kars1 direnci destekler ve inflamasyonda antioksidan ajan olarak
kullanilmigtir. [7] Ayrica hipoksiye baglh faktorlerin (HIF'ler) gen ekspresyonunu
etkileyebilir ve hipoksik doku kosullarimi iyilestirmek i¢in vaskiiler endotelyal
bliylime faktoriinii (VEGF) ve trombosit kaynakli biiyiime faktoriinii (PDGF)

aktive edebilir. [6]

Literatiirde DM ve I/R hasarmin patofizyolojisi ve tedavi modaliteleri ile
ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Calismamizda oksidatif stres ve inflamatuar
siirecler ile karakterize hastaliklarda yaygin sekilde kullanilmis olan ozonun
karaciger I/R hasarmdaki koruyucu etkisini diyabet olusturulan ratlar iizerinden

incelemek amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hayvan Deneylerinde Ratlarin Kullanim

Laboratuvar hayvanlari biyomedikal arastirmalarda ve klinik Oncesi
toksisite ¢alismalarinda her zaman 6nemli arastirma araglari olarak kullanilmaistir.
Yeni ilaglarin, asilarin, cerrahi malzemelerin, tani kitlerinin gelistirilmesi, farkli
maddelerin giivenlik ve toksisite testleri vb. ile ilgili deneyler yalnizca hayvan

modelleri ile miimkiindiir. [8]

Fareler, ratlar, tavsanlar ve kobaylar biyomedikal arastirmalarda yaygin
olarak kullanilan laboratuvar hayvanlaridir, fareler ve ratlar tiim laboratuvar
hayvanlarinin yaklasik %95'ini olusturur. Ratlar arasinda, Wistar ratlar1 klinik

oncesi toksikoloji aragtirmalarinda en yaygin kullanilan hayvandir. [8]

Wistar ratlari, kisa {ireme dongiisii ve yasam siiresi; anatomileri,
biyolojileri ve fizyolojileri hakkinda bilginin bulunmasi; yumusak huylu, uysal ve
kiiglik boyutlu olmalar1 nedeniyle Sprague Dawley (SD) ratlarina gére barinma ve
bakimi kolaylastirmast gibi ¢esitli nedenlerle yaygin olarak secilen hayvan
modelidir. Memelilerdir ve organ sistemleri sekil, yap1 ve fizyoloji agisindan
insanlara ¢cok benzer. [8] Wistar rat melez bir albino rattir. Bu cins, 1906 yilinda
Wistar Enstitiisii'nde biyolojik ve tibbi arastirmalarda kullanilmak iizere iiretildi
ve bilim insanlarinin ¢ogunlukla ev faresini kullandigi bir donemde model

organizma olarak gelistirilen ilk rat olarak biliniyor. [9]



Albino olup cilt, sa¢ ve gozlerinde pigmentasyon eksikligi vardir.
Gozlerinde melanin katmanlar1 yoktur, bu yiizden aslinda seffaftirlar ve bu da
gormelerine zorluk ¢ikarir. Dahasi, ciltleri oldukca hassastir ve glinese karsi alerji
gelistirebilirler, bu da ultraviyole radyasyona karst korunmayi gerektirir. Bu
anatomik 6zellikler, Albino Wistar sicanlarin1 deneylerde siklikla kullanilan diger

tiim onaylanmus tiirlerden ayirir.

Tablo 1. Ratlarin baz1 yagamsal parametreleri [10]

Parametreler Degerler Unite
Yasam siiresi 2,5-3,5 yil

Erkek viicut agirhigi 450-520 gr

Disi viicut agirlig 250-300 gr
Solunum sayist 85 dak

Kalp atimu 300-500 atim/dak
Viicut 1s1s1(rektal) 35,9-37,5 °C

Viicut ylizey alani 10,5 cm?

Yem tiiketimi 5-6 Gr/100 gr ca/giin
Su tiiketimi 10-12 Gr/100 gr ca/giin
Total viicut s1vis1 167 ml
Intraseliiler sivi 92,8 ml
Ekstraseliiler sivi 74,2 ml
Plazma volimii 7,8 ml




Albino wistar rats as animal models
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Sekil 1. Wistar albino rat [9]

2.2. Ratlarda Diyabet Modelleri

1. Kimyasal ajanlar kullanilarak olusturulan diyabet modelleri
Alloksan
Streptozosin

2. Spontan (genetik) tip 1 DM modelleri

3. Spontan (genetik) tip 2 DM modelleri

4. Gen hedefleme ve transgenik diyabet modelleri

5. Viriislerle olusturulan modeller

6. Pankreotomi

Deneysel diyabet modeli olusturulacagi zaman c¢alisilmast planlanan DM
tipine bagl olarak hayvan modeli dikkatle secilmelidir. Iyi bir diyabet modeli;
diyabetin tiim ana patogenezine sahip olmali, antidiyabetik ilaglara duyarli olmali

ve hastaligin patogenezini incelemek i¢in uygun olmalidir. [10]



2.2.1. Streptozosin

Streptozosin (STZ) (2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozoiire)-1-D-glukopiranoz),
toprak bakterisi streptomyces achromogenes tarafindan tiretilen , genis spektrumlu
antibakteriyel Ozellikler gosteren dogal olarak olusan bir bilesiktir. Soluk sari
veya kirli beyaz kristal toz olarak goriinen a- ve [-Stereoizomerlerin bir
karisimidir. STZ’nin molekiiler formilii C g H 15 N 3 O 7-dir. Molekiiler agirligi
265 g/mol'diir ve yapi, bir ucunda metil grubu ve diger ucunda glikoz molekiilii
bulunan nitrozoiire kismindan olusur. Sitotoksik bir glikoz analogudur.
Kesfedilmesinden sonra, metastaz yapan pankreas adacik hiicresi tlimorlerinin ve
diger malignitelerin tedavisinde kemoterapotik alkilleyici bir ajan olarak

kullanilmastir.

1963 yilinda Rakieten ve meslektaglart STZ' nin diyabetojenik oldugunu
bildirdiler. O kesif zamanindan bugiine kadar STZ, deney hayvanlarinda diyabetin

indiiklenmesinde kullanilan kimyasal ajanlardan biri olmustur. [11]

2.2.2. Etki Mekanizmasi

STZ pankreatik beta hiicrelerinde glukoz transporter-2 (GLUT2) araciligi
ile secici olarak birikir ve insiilin sekresyonunu inhibe ederek insiiline bagimli
DM olusumuna neden olur. STZ’nin diyabet olusturmasinin altinda yatan temel
mekanizma DNA’da hasara ve yikima neden olmasidir. Hiicre i¢ine giren STZ,
DNA alkilleyici etkisine bagli olarak DNA’nin parcalanmasiyla sonuglanan

hasara ve sonucunda beta hiicrelerinde nekroza yol acar. [10]



STZ’nin hiicre oliimiine yol agan diyabetojenik etkisinin bir diger olasi
mekanizmasi, pankreas hiicrelerinde DNA alkilasyonuna ve hasarina yol agan

nitrik oksit donorii olarak hareket etme yetenegine atfedilmistir. [11]

ROS'un STZ metabolizmas: sirasindaki 6nemli rollerinden biri,
hipoksantinden ksantin oksidaz tarafindan ATP par¢alanmasinin son iiriinii olarak
tirik asit tiretimidir. Hipoksantin metabolizmasi sirasinda H,O, dismutasyonundan
kaynaklanan siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin

olusumu beta hiicresi yikim siirecini hizlandirir. [11]

2.2.3. Uygulama Sekli

STZ, -20 °C de 1siktan korunarak saklanmalidir. [10]

Deney hayvanlarina enjeksiyon ve en iyi sonuglart elde etmek i¢in, ag
karnina ve taze olarak hazirlanip sitrat tamponunda (pH 4,4-4,5) eritilerek

uygulanmasi en iyisidir. [11]

Tablo 2. Ratlar i¢in STZ dozlar1 [10]

DM tipi Uygulama Sekli/Dozu

Tip1 DM Intraperitoneal (i.p.) 35-80 mg/kg tek doz

Tip1 DM Intramuskiiler (i.m.) 40 mg/kg tek doz

Tip 2 DM 65 mg/kg intravendz (i.v.) + 110-230 mg/kg i.p. nikotinamid
(NAD)

Tip2 DM 35 mg/kg tek doz i.p + 2 hafta siireli yiiksek yagh diyet

Tip2 DM 30 mg/kg iki doz i.p. + 4 hafta siireli yliksek yaglh diyet

Tip2 DM 60 mg/kg i.v. + 2 hafta siireli yiiksek yagli diyet

NAD: Nikotinamid-STZ uygulanarak olugturulan modelin amaci1 STZ’nin asir1 beta hiicre

harabiyetini azaltarak Tip 2 DM modeli olusturmaktir.




2.2.4. Kimyasal Ajanlarla Olusturulan Diyabet Modellerinde Kan
Glikozunun Yanitlari [12]

Alloksan enjeksiyonundan birkag¢ dakika sonra 30 dakikaya kadar siiren ilk
gecici hipoglisemi fazi baglar. Altta yatan mekanizma, glukokinaz inhibisyonu
yoluyla glikoz fosforilasyonunun blokaji nedeniyle gegici olarak azaltilmis bir
tilketim ve artan ATP mevcudiyetidir. STZ glukokinazi inhibe etmediginden, bu
ilk gecici hipoglisemi fazi STZ enjeksiyonuna yanit olarak gdézlenmez. Bu faz

sirasinda morfolojik degisiklikler minimaldir.
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Sekil 2. Diyabet olusturan bir alloksan (tetrafazik; I-1V) veya STZ dozuna kars1

fazik kan glikoz yanit1 (trifazik; streptozotosin durumunda ilk faz gelismez; I1-1V)
[12]



Ikinci faz, toksinlerin uygulanmasindan 1 saat sonra kan glikoz
konsantrasyonunda bir artis ve plazma insiilininde bir azalma ile baslar.
Genellikle 2-4 saat siiren bu ilk hiperglisemi fazi, hipoinsiilinemiye yol agan

insiilin salgilanmasinin inhibisyonundan kaynaklanir.

Uciincii faz, yine bir hipoglisemik fazdir ve tipik olarak toksinlerin
enjeksiyonundan 4-8 saat sonra meydana gelir ve birkag saat siirer. O kadar
siddetli olabilir ki konviilsiyonlara neden olabilir ve dliimciil olabilir. Bu siddetli
hipoglisemi, toksin kaynakli salgi graniilii ve hiicre zar1 yirtilmasi sonucu

dolagimin insiilinle dolmasiyla olusur.

Dordiincii faz kalict diyabetik hiperglisemik fazdir. Morfolojik olarak, tam
degraniilasyon ve beta hiicre biitiinliigiiniin kayb1 12-48 saat i¢inde goriiliir. Beta
olmayan hiicreler saglam kalir ve bu da toksik etkinin beta hiicre secici karakterini

gosterir.

2.3. Ratlarda Iskemi Reperfiizyon Modeli

Insan ¢alismalarinin hiz1 yavas oldugundan, insan dokularina arastirma
amaciyla erisim ve girisimsel miidahaleler sinirli oldugundan deneysel modeller
bize genis bir arastirma alan1 saglar. Bu nedenle I/R hasarma kars1 tedavi arayis
yollarindan biri de karmasik biyolojik siireglerin incelenebilecegi bozulmamis

canli sistemlerin kullanilmasidir. [4]
I/R deneylerinde en ¢ok ratlar ve fareler tercih edilir; [4]

-Etik agidan uygun olmasi



-Anatomik, fizyolojik ve genetik olarak insanlara benzerligi
-Ureme déngiileri ve yasam siirelerinin kisa olmasi

-Kiiciik olmalar1 sebebiyle deney manipiilasyon kolayligi
-Maliyetlerinin ucuz olmasi tercih edilme sebeplerindendir.

Ratlar farelere gore biiyiik boyutlar1 nedeniyle I/R deneylerinde dzellikle
cerrahi prosediirleri ve diger test tiirlerini kolaylastirdiklar1 icin tercih edilir.
Wistar albino ve Sprague Dawley ratlar1 bilimsel arastirmalarda en ok tercih

edilen cinslerdir. [4]

I/R hasarmin etkileyen faktdrlerden biri de cinsiyet hormonlaridir. Renal
[/R'de Muller ve arkadaslari, kastrasyon ve cinsel olgunlasmamishigin disilerde
olusan I/R hasarmi etkilemedigini ancak erkeklerde olusan hasar1 azalttigim
bildirmislerdir. Bu da testosteronun bu cinsiyet farkliliklarinda dstrojenden daha

biiyiik bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. [13, 14]

2.3.1. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Modeli

Karaciger iskemisi ve reperfliizyonu; hemorajik sok, resiisitasyon, travma,
karaciger rezeksiyonlar1 ve karaciger nakli dahil olmak {izere bir¢cok klinik
senaryoda rol oynadigindan son yillarda yogun bir sekilde arastirilan bir konu

olmustur. [15]

Karaciger I/R deneysel modellerinden elde edilen veriler ve I/R
mekanizmalarinin  tam olarak degerlendirilmesi klinik ortamda karaciger

cerrahisinde yeni koruyucu stretejilerin gelismesini saglayacaktir. [4]
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Karaciger I/R hasarmn indiiksiyonu, standartlastirilmis deneysel kosullar
altinda gerceklestirilmelidir. Yeterli alisma siiresi, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlikta uygun iklim kosullarinda bakim, diyet, anestezik ve analjezik

yontemler standardize edilmelidir. [4]

2.3.1.1. Sicak (Normotermik) Iskemi Modelleri [4]

Portokaval Dekompresyonlu Global Hepatik Iskemi

Pringle manevrasi ilk olarak 1906 yilinda Dr. James Hogarth Pringle
tarafindan tanimlanmis ve hepatoduodenal ligamenti klempleyerek hepatik girisi
kontrol etmek icin kullanilmistir. Ana ama¢ major hepatektomiler sirasinda
kanama miktarin1 azaltmaktir. Calismalar, ameliyat sirasinda karaciger ve biiyiik
damarlardan kanamay1 azaltmak ve postoperatif donemde olumsuz sonuglar1 ve
komplikasyonlar1 6nlemek i¢in major hepatik cerrahi sirasinda 60 dakikaya kadar

giivenli bir sekilde gergeklestirilebilecegini gostermistir. [16]

Bu yontemle portal konjesyona bagli intestinal  sistemden
endoktoksinlerim dolagima salmmasi ile /R hasar1 siddetlenebilir. Portal
konjesyonu onleme amaciyla kismi karaciger iskemisi ya da portokaval sant

olusturan global karaciger iskemisi modelleri de kullanilabilmektedir. [4]
Dalak Transpoziyonu ile Global Karaciger Iskemisi

Bu modelde sol hipokondriyal bir kesiyle dalagin deri alt1 keseye
transpozisyonu saglanir ve 2-3 hafta sonra portosistemik anastomozlar olusur.

Ikinci adimda median laparotomi ile hepatoduodenal ligaman klemplenir. [4]
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Kismi Karaciger Iskemisi

Bu teknikte iskemi, sol ve median loblarin hepatik arter, portal ven ve
safra kanalinin klemplenmesi ile olusturulur ve %70 oraninda kismi iskemi elde

edilir.

Karaciger hasar1 zamanla ilgilidir ve I/R hasarinimn yiizdesine baghdir.
Birgok zamanla ilgili deneysel model tanimlanmistir ve 30, 45, 60, 90 dakikalik

iskemi en sik kullanilan iskemi periyotlaridir. [17]

2.3.1.2. Karaciger Transplantasyon (Soguk Iskemi) Modeli

Bu model klinige uyumlu ve karaciger nakli sorunlarin1 ortaya ¢ikarmak
icin avantajli olmasma ragmen mikrocerrahi ve bunun i¢in teknik deneyim

gerektirdiginden pratikte uygulanmasi zordur. [4]

2.4. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, bir dokunun ihtiyact olandan daha az kan ile beslenmesi

durumudur. Reperfiizyon ise bu dokuya kan akiminin yeniden saglanmasidir. [4]

I/R hasar terimi, yetersiz oksijen sunumu ile olusan doku iskemisinden
sonra kan akiminin yeniden saglanmasinin, lokal hasar1 agirlastiran ve uzak organ
fonksiyonlarinda bozulmaya neden olan karmasik bir dizi inflamatuar yaniti

baslattigin1 gosteren deneysel ve klinik bulgulari tanimlar. [18]
I/R hasarmin gériildiigii klinik durumlar sunlardir: [18]

-Trombolitik tedavi, anjiyoplasti, operatif revaskiilarizasyon
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-Stroke, miyokard enfarktiisii, ekstremite iskemisi
-Organ nakli, serbest doku transferi, kardiyopulmoner baypas, vaskiiler cerrahi

-Major travma ve sok

2.4.1. Mekanizma

Iskemik dokuya yeniden kan akisinin saglanmasi gereklidir fakat
reperfiizyonun kendisi paradoksal olarak hiicre hasarmi ve oliimiinii arttirarak
sadece iskemik dokuda degil uzak organlarda da hasara neden olarak ¢oklu organ

yetmezligine olabilir. [19]

Dokuda oksijen yetersizliginde, hiicreler anaerobik glikolize geger.
Anaerobik metabolizma sonucu daha az ATP iretiminin yaninda hiicrede laktik
asit ve hidrojen iyonu birikir ve bu durum hiicresel asidoza neden olur. Hiicre asit
baz dengesinin bozulmasi ve ATP iiretiminin eksikligi, Na*/K* ve Ca*" gibi
iyonik pompalarin bozulmasina yol acar. Sonugcta, sitozolik sodyum igerigi artar,

ozmotik dengeyi korumak i¢in hiicre igine su ¢eker. (Sekil 3) [19]
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Glikojen

Glikoz

ATP+Laktik asit+H

Asidoz

Na/K ve Ca pompa
bocuklugu

Hiicre i¢inde kalsiyum,
sodyum ve su birikimi;hiicre
disina potasyum ¢ikisi

Hiicresel sisme ve doku
odemi

Sekil 3. Iskemide metabolik yol [19]

Sitozoldeki kalsiyum iyonu artis1 sitozolik proteazlari aktive ederek
ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniismesine neden olur. Anaerobik
glikoliz sonucu olusan ATP ise hipoksantine katabolize olur. Iskeminin siiresi ve
siddetine bagli olarak hipoksantin dokuda birikir. Reperfiizyonla beraber dokuya
saglanan oksijen hipoksantinin oksidasyonuna ve lrik asit olugsmasina neden olur.

Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile ROS olusur. (Sekil 4)[19]
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ATP Ksantin dehidrojenaz Inaktif proteaz

Inozin monofosfat Ksantin oksidaz Aktif Proteaz(kalpain)
Hipoksantin » Urik asit
Oksijen Siiperoksit

Hidrojenferoksit
Hidroksil radikali
Lipit peroksidasyonu
Eikosanoid iiretimi

Sekil 4. Reperflizyonda ROS iiretimi [19]

[k olusan siiperoksit anyonu hidrojen iyonuyla tepkimeye girerek hidrojen
peroksiti ve hidroksil radikalini olusturur. Hiicre membranlarinin lipit yapilarinin
perokside olmasi ile eikosanoidler dolasima gecer ve hiicre permeabilitesi

bozulur, hiicre o6liimii gergeklesir. Siiperoksit olusturan yollar; mitokondriyal
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elektron transport zinciri (ETZ), ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, sitokrom

P450 oksidaz ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir. [4]

2.4.2. Karaciger I/R

Karacigerde I/R hasari Toledo-Pereyra ve arkadaslar tarafindan 1975
yilinda deneysel karaciger nakli calismalari sirasinda Onemli bir patolojik
bozukluk olarak kabul edilmistir. Nakledilen karacigerin ilerleyici tromboz ve
organ yetmezligine yol acan greft nekrozu gelistirdigi gozlemlenmistir.
Reperflizyon hasari terimi ise karaciger nakli literatiiriinde genel olarak 1980'lerin

ortalarina kadar kullanilmamustir. [20]

Karaciger I/R hasari; hepatik cerrahi, karaciger nakli, hipovolemik sok,
toksik karaciger hasar1, veno-okliizif hastalik ve Budd-Chiari sendromu gibi klinik
durumlarda goriilen sicak I/R hasar1 ve nakilden dnce organ koruma sirasinda

meydana gelen soguk I/R hasari olarak gruplandirilabilir. [20]

Sicak I/R' da baslangi¢ asamasinda (reperfiizyondan 2 saat sonra) oksidatif
stres olusturan ROS iiretimi ve salinimi dogrudan hepatoselliiler hasara yol agar.
Erken fazda bir diger mekanizma ise hepatositler ve miyositlerde anoksi,
reperfiizyon ve oksidatif stresle iligkili 6liimciil hiicre hasarinda anahtar bir siireg

olan mitokondriyal permeabilite gegisidir (MPT). [20]

Daha sonra CYP 450 oksidaz ve  NADPH oksidaz aracili siiperoksit
tiretilir. Ek olarak, aktive edilmis Kupffer hiicrelerinin ve nétrofillerin iiriinleri

olarak prooksidan etki gosteren tiimor nekroz faktorii (TNF), interlokin (IL)-1,
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nitrik oksit (NO), HOCI- ve l6kotrienler de oksidatif stresin olusumunda rol

oynar. [20]

2.5. Ozon

Ozon (Og), ilk kez 1839 yilinda Christian Friedrich Schonbein tarafindan
izole edilen, li¢ adet oksijen atomundan olusan, allotropik Ozelliklere sahip

inorganik bir molekiildiir. [21]

Schonbein, suya elektriksel desarj uyguladiginda tuhaf bir koku ortaya
c¢ikiyordu ve buna Yunanca ozein (odor) kelimesinden tiiretilen ozon adin1 verdi.

[22]

Dinamik olarak kararsiz yapida ve renksizdir. Keskin bir kokusu vardir.
Sivi ve kat1 halde patlayicidir. Yar1 dmrii 20°C de 40 dk, 0°C’de 140 dk’dir. [5]
Molekiiler agirhigr 48°dir. Suda ¢o6ziiniirliigii oksijenden 10 kat daha fazladir.

(49mL in 100mL, 0.02M, at 0°C) [23]

Ozon stratosferdeki en Onemli gazlardan biridir ve diinyadaki canli
organizmalar1 260-280 nm dalga boyundaki ultraviyole radyasyondan korur.

Yeryliziinden 20-30 km yiikseklikte bulunur. [24]
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Oksijen molekiilii Enerji Oksijen atomu
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Ozon molekiili

Sekil 5. Ozon iiretimi [22]

Ozon dogada;

Gok giiriiltiili firtinalardan sonra olusan eletriksel desarjlarin oksijen
molekiiliinii oksijen atomlarina par¢alamasi ve daha sonra oksijen atomunun bir

oksijen molekiilii ile birlesmesi sonucu olusur. (Sekil 5) [22]

Giinesten yayilan ultraviyole 1sinlarin stratosferde bulunan oksijen

iizerinde elektriksel desarj saglamasi da bir baska ozon olusum yoludur. [22]

2.5.1. Tibbi Alanda Kullanim

1896’da Nikola Tesla’nin ozon jeneratoriinlin patentini almasiyla tibbi

alanda kullanilmaya baslanmustir. [25]
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1916'da 1. Diinya Savasi sirasinda, Londra'daki Queen Alexandra Askeri
Hastanesi'nde yara iyilesmesinde antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle kullanilmis

ve 100 yildan fazladir tibbi alanda kullanim1 mevcuttur. [21]

Saf oksijen molekiiliiniin tibbi bir jenerator tarafindan 5-13 mV akimdan
gecirilmesiyle en az %9502 ve en fazla %5 Os'ten olusan bir karigim
iiretilmektedir. Olusan ozon molekiliiniin yliksek kararsizligt (20 °C'de 40

dakikalik yar1 6miir) nedeniyle depolanamamaktadir. [21]

Endiistriyel ozon havadan iretilebilir fakat tibbi ozon yalnizca tibbi
oksijen kullanilarak olarak tiretilmelidir. Aksi durumda olusan nitrik dioksit (NO,)

¢ok toksik olacaktir. [23]

2.5.2.Uygulama Yollar1

Ozon Otohemoterapi

Major otohemoterapi (OHT) ve minér OHT olarak 2 uygulama yolu
vardir. Major OHT’de 200-250 ml, minér OHT’de 5-10 ml kan kullanilir. Alinan
kan, heparin veya sodyum sitrat iceren bir cam kapta toplanir, 5-10 dakika
boyunca 15-80 pg/mL konsantrasyonlarinda oksijen/ozon karisimiyla temas
ettirilir ve ardindan hastaya geri verilir. Major OHT de karisik kan i.v., mindr

OHT’de ise i.m. olarak verilir. Kullanim alanlar1 sunlardir: [5]
-Periferik vaskiilopatiler
-Kronik iskemik kardiyopati, akut serebral iskemi
-Herpes 1,2, herpes zoster, hepatitler
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-Bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar

-Dejeneratif goz hastaliklar

-Ortopedik patolojiler, osteoartrit

-Agr1 sendromlari

-Diyabetik vaskiilopati ve retinopatiler

-Otoimmun hastaliklari, akciger hastaliklari, cilt hastaliklari, metastatik

kanserler, sepsis ve ¢coklu organ yetmezliklerinde kullanimi da mevcuttur. [26]

OHT,; IFN alfa, beta ve gama, TNF alfa, GM-CSF ve TGF beta iiretimiyle
iligkilidir.  Eritrositlerde stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis
gozlemlenmistir ve bu da antioksidan savunmalarda bir artis oldugunu
gostermektedir. Bu degisiklikler ozon OHT'den saatler ve giinler sonra
gozlemlenebilir ve bu da ldkositler ozon tarafindan aktive edildiginde, sitokin
salimminin  diger bagisiklik hicrelerini tetikleyerek lenfoid ortamlara gog

ettiklerini gostermektedir. [5]
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Sekil 6. Major ozon OHT 1:0zon enjektorii(polipropilen) 2:Bakteri filtresi (0,2
um) 3:Vakum sisesi 4: Transflizyon seti(polietilen) [27]

Diisiik doz ozon tedavi modaliteleriyle yapilan c¢aligmalara gére ozon
dozaji, 50-100 ml arasindaki kan miktar1 kullanilarak, tedavi basma 500 pg ile
maksimum 4000 pg ozon araligim kapsar. Ozellikle yashi veya dekompanse
hastalarda hemodinamik agidan risk olusturabilecek yiiksek voliimde kan
kullanilmamalidir. Tam kanda 80 pg ve lizeri konsantrasyonlar hemoliz riskini

arttirmasi, 2,3-DPG ve antioksidanlarin azalmasi nedeniyle kullanilmamalidir.

[27, 28]

Major OHT’de ml kan basmma 10-40 pg ozon konsantrasyonlarinin
hiicresel metabolizmay1 aktive ettigi, immiinomodiilator etkisi ve hiicre i¢i

antioksidanlar iizerinde diizenleyici oldugu kanitlanmustir. [27]
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Ekstrakorporeal kan oksijenizasyonu ve ozanlanmasi: (EBOO)

EBOO, kanin ozonla temasma dayanir. Kan pompalari, heparinizasyon,
kontrol sistemleri, hastalar1 baglama ve ayirma ydntemleri hemodiyalizle
benzerdir. Devrede kan pompasit 75-80 ml/dk’ lik sabit bir akim saglar. Ozon,
hastane dagitim sisteminden elde edilen oksijenden bir jenerator tarafindan
tiretilir. Jenerator, 0,2 bar basingta 1-20 pg/mL oksijen konsantrasyonlarinda ozon
saglayabilir. Pihtilagma, tedavinin baslangicinda 5000 IU heparin enjekte edilerek

engellenir. [5]

Diger yollar; [29]

o Rektal insuflasyon,

o Yari-toplam viicut maruziyeti,
. Ozonlanmis yag ve su,

. Intraartikiiler enjeksiyon,

° Akupunktur,

o Subkonjonktival enjeksiyon,
o Mesane insuflasyonu,

o Gingival enjeksiyon,

o Vertebral disk i¢i enjeksiyon,
o Aurikuler

2.5.3. Kontrendikasyonlar [22]

e Gebelik
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e Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz eksikligi
e Hipertiroidi

e Siddetli anemi

e Siddetli miyasteni

o Aktif hemoraji

e Alkol zehirlenmesi

e Yakin zamanda gegirilmis myokard infarktiisii

2.5.4. Etki Mekanizmasi

(b)
HO. _O—OH
ieecsos:crl\ger R” "Ozone peroxide"
@ HO\ O—OH function ?
R/CH "Ozone Peroxide" -R,C-S-OH
[Q % -R,C-S-H -R,C-S-S-CR,-
RBC == \\_/
G-6P-DH o :
GSH Nrf2 Glutathion GSH
¢ NFKB 7 WoN2
@ White Blood Cells ﬂ — e
NFkB N
oxygen release Cellular ) . PN
oxygen availability ﬂ redox regulation PAVAV) ‘ WAV ;
A\ A\
Immunomodulation ' y
" Cytokins ‘Antioxidants

Sekil 7. a: Reaksiyonlar sonucu olusan ozon peroksitin farmakolojik etkileri [27]

1: RBC tarafindan oksijen salinimi artar. 2: WBC aktivasyonu ve immunmodiilasyon 3:

Antioksidan mekanizmanin diizenlenmesi

b: Sinyal iletim yolaginin diizenlenmesi; sitokin ve antioksidanlarin aktivasyonu
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Major OHT ve rektal insuflasyon gibi sistemik olarak uygulanan ozon,
doymamis yag asitleri ile etkilesimi sonucu olusan ozon peroksit iizerinden etki
eder. Ozon peroksit, glutatyonun oksidasyonu yoluyla sinyal iletimini baslatir ve
transkripsiyon faktorleri NFKB ve Nrf2 iizerinden immunmodiilasyonu saglar.

RBC’ler lizerinden ise oksijen salinimini iyilestirir. (Sekil 7) [28]

NFkB transkripsiyon faktorii tizerinde IL 1, IL 6, TNF-a gibi sitokinlerin
salinmasini; Nrf2 transkripsiyon faktorii izerinden ise SOD, glutatyon (GSH) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidan sistemleri diizenler. Nitrik oksit (NO) ve
malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres olusturan maddelerin ise

downregiilasyonunu saglar. [30]

2.6. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus insiilinin relatif veya mutlak yoklugu ya da insiilin
cevapsizligimin neden oldugu hiperglisemi ve glukoziiri ile seyreden bir
hastaliktir. Ag¢hik plazma glukozunun 126 mg/dl veya HgbAlc’nin %6.5’in

uzerinde olmasi ile tant konur.

Diinya ¢apinda en yaygin ve hizli biiyiiyen hastaliklardan biridir ve 2045
yilina kadar 693 milyon yetiskini etkilemesi beklenmektedir; bu, 2017'ye gore
%50'den fazla artis demektir. Kardiyovaskiiler hastaliklar gibi makrovaskiiler ve
nefropati, retinopati, noropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar diyabetin

onemli morbidite ve mortalite nedenleridir. [31]

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine goére 2019 yilinda kiiresel

diyabet yayginliginin %9,3 (463 milyon kisi) oldugu, 2030 yilinda %10,2'ye (578
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milyon) ve 2045 yilinda %10,9'a (700 milyon) ylikselecegi tahmin edilmektedir.
Yaygmlik kentsel alanlarda (9%10,8) kirsal alanlardan (%7,2) ve yiiksek gelirli

tilkelerde (%10,4) diistik gelirli iilkelerden (%4,0) daha yiiksektir. [32]

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore ise, diyabetin 2030 yilina kadar 7.

birincil 6liim nedeni olacagi 6ngoriilmektedir.[33]
DM’ un 4 temel tipi vardir:[33]

Tip 1 DM, pankreas beta hiicrelerinin otoimmun olarak yikilmasi sonucu
inslilinin liretiminin bozulmasi ile karakterizedir. Cocukluk ¢aginda goriliir ve

toplam DM hastalarinin %5-10’unu olusturur.

Tip 2 DM, insiilinin yetersiz {iretilmesi ya da insiilinin hiicrede
kullanilmasini saglayan insiilin reseptorlerinin desensitizasyonu ile karakterizedir.

DM hastalarinin %90-95’1ni olusturur.
Gestasyonel DM, gebelik sirasinda ortaya gikar.
Monogenik diyabet, tek bir gendeki veya bir gen kiimesindeki mutasyon
nedeniyle olusur ve otozomal dominant kalitilir.

MODY (Genglerin eriskin baslangich diyabeti) tip diyabet bu gruba

dahildir.

25



2.6.1. Risk Faktorleri

Diinyada gittik¢e yayginlasan DM i¢in bir¢ok risk faktorii vardir:[33]

o Genetik
. Sigara
. Alkol

. Obezite; 2011 WHO verilerine gore hastalarin yaklasik %90’ 1inda
asir1 viicut agirhigiyla iliskili olan tip 2 DM gelisir. Asiri kilolu yetiskin bireylerde
goriilen obstriiktif uyku apnesi ve uyku bozuklugu, prediyabete ve tip 2 DM'a
ilerleyen insiilin direnci ve glikoz duyarlilig1 i¢in yaygin bir risk faktoriidiir.

. Yiiksek glisemik indekse sahip besinler

. Dislipidemi

. Hareketsiz yasam tarzi

° Antipsikotikler, ditiretikler, betablokdrler, immiinsupresanlar
grubundan bazi ilaglar

J Koksakiviriis, —sitomegaloviris (CMV), MMR (kizamik,
kizamikgik, kabakulak) gibi bazi enfeksiyonlar Tip 1 DM’a neden olan otoantikor

gelisimine katkida bulunabilir.

2.6.2. Patofizyoloji

Tip 1 DM'ta insiilin iireten pankreas B hiicrelerinin yikimi, T lenfositleri
tarafindan aktive edilen bir otoimmiin reaksiyondan kaynaklanir. CD4+ yardimci
T hiicreleri, makrofajlar1 aktive ederek doku hasarina neden olur. CD8+ sitotoksik

T hiicreleri, B hiicrelerini dogrudan yok eder ve ayrica sitokinlerin salinmasini
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saglar, makrofajlar1 aktive eder. Bu durum pankreasta hiicresel nekroza ve lenfosit
infiltrasyonuna neden olur. Pankreasta lokal olarak iiretilen sitokinler (T hiicreleri
tarafindan tretilen IFN-y, makrofaj aracili sitokinler TNF-a, IL-1) apoptoz

yoluyla B hiicrelerine zarar verebilir. [33]

Tip 2 DM, diinya ¢apinda en yaygin metabolik bozukluklardan biridir ve
gelisimi, pankreas B-hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasinda bozukluk ve
insiiline duyarli dokularin insiiline yanit verememesi olarak iki ana faktoriin

birlesiminden kaynaklanir. [34]

Tip 2 DM hastalart ¢ogunlukla obez olma veya agirlikli olarak karin
bolgesinde dagilmis yiiksek viicut yag yiizdesine sahip olma ile karakterizedir. Bu
durumda artan serbest yag asidi (FFA) salimimi ve adipokin diizensizligi gibi

cesitli inflamatuar mekanizmalar insiilin direncini destekler. [34]

Diyabetin tiim formlar1 hiperglisemi, insiilin etkisinin géreceli veya mutlak
eksikligi, insiilin direnci ve retina, renal glomerulus ve periferik sinirde diyabet
spesifik patolojinin gelisimi ile karakterizedir. Diyabet ayrica kalp, beyin ve alt
ekstremite arterlerini etkileyen hizlandirilmis aterosklerotik hastalikla da

iliskilidir. [35]

DM’un nefropati, retinopati, ndropati ve kardiyovaskiiler hastaliklar olmak
lizere dort ana baglikta incelenen Oonemli mortalite ve morbidite nedeni olan
komplikasyonlart mevcuttur. Bu komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasinda rol

oynayan metabolik yollar su sekildedir: [1, 35, 36]
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Protein Kinaz C (PKC) Aktivasyonu

PKC ailesi, endotel hiicre gecirgenliginin modiilasyonunda, hiicre
cogalmasinin aktivasyonunda ve vaskiiler biiyiimede énemli rol oynar. Ozellikle
PKC B izoformu, hiperglisemi ile birlikte dokularda biriken diacilgliserol (DAG)
ile aktive olur. Kalp, retina ve bobrek glomeriilleri dahil olmak iizere c¢esitli
dokularda PKC aktivasyonu olur ve sonunda hem insanlarda hem de hayvan

modellerinde diyabetik komplikasyonlar siddetlenir.

PKC; eNOS, NAD(P)H oksidaz, fosfolipaz A2, endotelin-1 (ET-1),
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), doniistiiriicii biiylime faktorii-p (TGF-
B) ve NF-KB'yi aktive ederek diyabetik komplikasyonlara zemin hazirlar. DAG
ile aktive edilen PKC, anahtar proteinlerin gen ekspresyonunu etkiler ve kan
akisinin azalmasina, kilcal damar tikanikli§ina, inflamasyona, serbest radikal

olusumuna ve hiicresel makromolekiil hasarina yol agar. [36]

Poliol Yolunun Aktivasyonu

Inhibition
Aldoso\( Sorbitol

) Reductase . dehydrogenase 1
Glucose Sorbitol m Fructose

NADPH naDPe g NAD* NADH
( el Diabetic )
. Complications
Protein Kinase C
stress
\ Oxidative
Stress (OS)

Sekil 8. Poliol yolu [1]
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Poliol yolu iki temel enzimden olusur: aldoz rediiktaz ve sorbitol
dehidrogenaz. (Sekil 8) Aldoz rediiktaz sinir, retina, lens, glomerulus ve vaskiiler
hiicreler gibi dokularda bulunur ve poliol yolu, retinada ROS {iretiminin ana

kaynagidir ve sorbitol birikiminin retinopati ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Hipergliseminin poliol yolu iizerinden doku hasarina neden oldugunu
aciklayan en temel mekanizma NADPH tiiketimidir. NADPH, GSH olusumunda
yardimer bir kofaktordiir ve GSH da antioksidan sistemin 6nemli bir pargasidir.
Dolayisiyla NADPH tiiketimi hiicre ici oksidatif stresi siddetlendirebilir. Diger

taraftan NADH artis1 da ROS iiretimi i¢in bir substrat kaynagidir.

Ileri Glikasyon Son Uriinlerinin Olusumu (AGE)

AGE'ler, hem glikozdan iiretilen hem de arteriyel endotel hiicrelerinde ve
kalpte yag asidi oksidasyonunun artmasi sonucu olusan glikoz ve diger
glikozilleyici bilesiklerin proteinlerle nonenzimatik reaksiyonu sonucu olusur.

Diyabette, AGE'ler ekstraseliiler matrikste artmis miktarlarda bulunur. [35]
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Hyperglycemia

RAGE mediated
or cross-link

t—————— Inhibition

NF-kB
activation 1

:
Oxidative stress }— Inflammation

-ROS 1 -iL-1at
-eNOS | -IL-6 1
- NADPH oxidase 1 -TNF-a t

1 J

|

Endothelial dysfunction ¢
Coagulation tendency 1
Atherosclerosis 1

Diabetic vascular complications

Sekil 9. AGE mekanizmasi [1]

AGE'ler ve reseptorleri (RAGE) arasindaki etkilesim niikleer faktér kB
aktivasyonu ile sitokin ve biliylime faktorlerinin salinimini artirir, oksidatif stres
olusumuna neden olur ve inflamatuar yanita yol acar. Bu etkilesim arterioskleroz

ilerlemesini hizlandirabilir. (Sekil 9)

Artnus Hekzozamin Yolu Akist

Hekzozamin yolunun, insiilin direncinin ve diyabetik komplikasyonlarin
ortaya ¢ikmasinda etkili sitokinlerin salimimini arttirarak etkili oldugu

bildirilmistir. [1]
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Oksidatif  stres, diyabetin  mikrovaskiiler =~ ve  makrovaskiiler
komplikasyonlarinin gelismesinde 6nemli rol oynar. Yukarida bahsedilen yollar
araciligiyla artan ROS iiretimi kusurlu anjiyogeneze, proinflamatuar yollarin
aktivasyonuna ve hiperglisemi diizelse bile proinflamatuar gen ekspresyonunun
kalict hale gelmesine yol agan epigenetik degisikliklere neden olur

(“hiperglisemik hafiza”). [35]

2.6.3. DM ve Karaciger

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligit (NAFLD) ve diabetes mellitus,
siklikla birlikte var olan ve sinerjik olarak hareket edebilen hastaliklardir.
NAFLD, tip 2 DM hastalarimin %70-80'ini ve yetiskin tip 1 DM hastalarmin %30-
40'm1 etkiler. NAFLD ve DM’un birlikte bulunmasi diyabetin makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarinda artigla ve ayrica NAFLD’nin daha siddetli
formlarinin (KC’de ileri fibroz ve siroz) ortaya ¢ikmasi ve sonugta hepatoselliiler

karsinom (HCC) olusumu ile iligkilidir. [37]

Patogenezde rol alan 6nemli mekanizmalardan biri, DM’ta insiilin iliskili
lipit metabolizmasindaki bozukluktan kaynaklanan dolasimdaki serbest yag asidi
diizeylerinin yiikselmesi ve karacigere tasinmasinin artmasidir. Sonugta KC’de
asir1 trigliserit sentezlenir ve insiilin direncine bagli yag asidi oksidasyonu olmast
durumu daha da kétiilestirir. Glukoz seviyesinin ylikselmesi de trigliserit sentezi

icin daha fazla substrat saglar. [37]
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2.7. Oksidatif Stres

Endogenous antioxidants Reactive oxygen species

Antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx)

. . . . (b - HO‘
Antioxidant thiols and disulfides
Uric acid Bilirubin RO- ROO-
Melatonin
. . Hp0, NO-
Metal-binding proteins HOCI
and also ONOO~
Exogenous antioxidants :
. g Deleterious effects
Vitamin C Tocopherdls on key biomolecules
Carotenoids . Oxidative stress-
. -y Phenolics
Oil lecithins related pathology

Sekil 10. ROS ve antioksidanlar [38]

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan tiirler arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanir. ROS, hiicresel ¢ogalma, farklilasma, gog, apoptoz ve nekrozda
onemlidir. Fizyolojik diizeylerde ROS birgok 6nemli fizyolojik fonksiyonun,
redoks homeostazinin ve temel transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi i¢in
gereklidir. NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, mitokondri (CYP 450 enzim
sistemi) gibi sistemler yoluyla ya da ekzojen olarak (radyasyon, Kirlilik,
yiyecekler, ilaglar, sigara vb.) ROS asir1 artisiyla, antioksidan savunma yetersiz
kaldiginda veya tamponlama sistemleri hiicrelerin  redoks dengesini

koruyamadiginda oksidatif stres ortaya ¢ikar. [38, 39]

Stiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, peroksil
radikalleri, nitrik oksit, peroksinitrit gibi eslestirilmemis bir elektrona sahip olan

serbest radikaller kararsizdir ve oldukga reaktiftir. Bu nedenle lipitler, proteinler
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ve DNA gibi duyarli bilesiklerle kolay ve hizli bir sekilde reaksiyona girer ve

oksidatif hasara neden olur. [39, 40]

Antioksidanlarin  oksidatif stresin zararli etkisini iyilestirmek ig¢in
koordineli eylemi, antioksidan enzimler (SOD, CAT, GST, glutatyon peroksidaz-
GPx), enzimatik olmayan glutatyon ve kiigiik molekiil agirlikli antioksidanlar (C
ve E vitaminleri, flavonoidler, karotenoidler, melatonin, ergotiyonin) tarafindan

saglanir. [39] (Sekil 12,13)

SOD'nin  fonksiyonu, Oge-‘nin  (stiperoksit anyonu) dismutasyon
reaksiyonunu katalize etmektir. CAT ve GPx ise H,O'yi H,0 ve O;'ye ayristirir.

[41] (Sekil 12,13)

-H* + +e -OH +
H* e—_F2H +H
02 = HOO -~ —\n—A’ib 02 - H202 - *OH —> Hzo
+ e te *e

Sekil 11. ROS olusumu [41]

mitochondria Catalase Hzo + 02
Superoxide ‘a:ii
@ dismutase ./
D Lore
\\J O H Cu*/Fe OH Fenton
2 reaction
Glutathione
peroxidase
GSH
Reduced
glutathione 2H20
GSSG

Oxidised
glutathione

NADP*

Glutathione NADPH

reductase

Sekil 12. Antioksidan sistem [42]
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20, + 2H

H.O _
GS-conjugate + H'

NADPH + H' v

GSSG

SOD GPX GR GST

NADP' 2GSH

substrate

Sekil 13. Glutatyon iligkili antioksidan sistemi (GPX: Glutatyon peroksidaz, GR:
Glutatyon rediiktaz, GST: Glutatyon S transferaz) [43]

Oksidatif stres kanser, diyabet, nérodejenerasyon, kalp damar hastaliklari,
romatoid artrit, bobrek hastaligt ve goz hastaliklarinin gelisiminde 6nemli rol

oynar. [38]

Reaktif tiirler son derece kisa Omiirlii oldugundan, konsantrasyonlari
dogrudan olgmek ¢ok zor ve maliyetlidir. Bu nedenle proteinlerin, lipitlerin ve
DNA'nin oksidatif hasarindan olusan iiriinler oksidatif hasarin kapsamini 6lgmek

icin kullanilir. Bunlardan biri lipit peroksidasyonunun {iriinii olan MDA dir. [41]

Lipit Peroksidasyonu

En reaktif ve tehlikeli radikal olan hidroksil radikali (¢OH), metal
iyonlarinin varliginda H,O,‘den olusur ve lipid peroksidasyon reaksiyonlarinda
onemli bir rol oynar. Karbon-karbon ¢ift baglar1 igeren lipitleri, 6zellikle ¢oklu

doymamis yag asitlerini (PUFA) okside eder. PUFA'larda, —C=C— birimleri tek
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bagli bir —-C— atomuyla ayrilir. Bu —C— atomlarma bagli hidrojen atomlari

hidroksil radikalinin saldirisina kars1 hassastir. (Sekil 14) [44]

9-20:4-00 - 5-20:4-00 -

Sekil 14. Lipit peroksidasyonu ve MDA olusumu [44]

En az ¢ ¢ift bag iceren PUFA'larin peroksidasyonu sonucu MDA olusur.

MDA, hiicresel proteinler, DNA ve bu proteinlerin lizin kalintilar1 ile reaksiyona

girerek kovalent baglar olusturur. Olusan bu aldehit-protein iriinlerinin

ateroskleroz, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve karaciger hastaligi gibi

durumlarda rol aldig1 gosterilmistir. (Sekil 15) [44]

MDA ve aldehit-protein iriinleri lipit peroksidasyonunun varliginin,

hastaligin riski ve ilerlemesinin belirlenmesinde yararl biyobelirteclerdir. [44]
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Sekil 15. Lipit peroksidasyonu ve MDA olusumu [44]
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan

21.12.2023 tarih ve G.U.ET-23.114 kod numaral etik kurul onay: alindiktan

sonra gerceklestirildi.

3.1. Denek Se¢imi

Calismada agirliklart 200-225 gr arasinda degisen 30 adet, erkek Wistar cinsi

albino rat kullanildi.

3.2. Kullanilan Yontem

Ratlar sham grubunda 6, diger gruplarda 8’er tane olmak {izere, rastgele 4

gruba ayrilacaktir. (Sham, Diyabet-Sham, Diyabet-I/R, Diyabet-Ozon-1/R)

Tablo 3. Deney gruplari

Grup 1 | Sham (kontrol) (K) n=6
Grup 2 | Diyabet- Kontrol (DK) n=8
Grup 3 | Diyabet- Iskemi reperfiizyon (DiR) n=8
Grup 4 | Diyabet- Ozon-Iskemi reperfiizyon (DiR-O) n=8

37



3.2.1. Diyabet olusturma

Diyabet olusturmak i¢in tek seferde i.p. olarak 55 mg/kg streptozotosin
enjekte edildi. Enjeksiyondan 72 saat sonra kuyruk venlerinden kan sekeri bakildi.
Kan sekerleri 250 mg/dl ve lizerinde saptanan ratlar diyabetik olarak kabul edildi.
STZ enjeksiyonundan sonra 4 hafta boyunca, diyabetin organlar iizerine kronik
etkilerinin gozlenmesi igin ratlarin bakimlar1 saglandi. Bu siire zarfinda ratlarin
kilo kaybin1 6nlemek ve ketoasidoz gelisimini engellemek igin insiilin tedavisi (1-

3 U/giin) uygulanda.

3.2.2. Karaciger I/R Olusturma

50 mg/kg ketamin hidroklorid ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid i.m.
enjeksiyonla verildikten sonra ciltleri aseptik sartlara uygun hale getirilen ratlara
orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp
konuldu. 60 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Tiim islemler bir

1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken gergeklestirildi. (Sekil 16,17)
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Sekil 16. Aseptik sartlarin saglanmasi ve sadece orta hat laparotomi ile saglikli
organlarin goriiniimii

Sekil 17. Porta hepatis ve mikrovaskiiler klemp yerlestirilmesi
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Sekil 18. iskeminin ilerleyisi

40



Sekil 19. Batinda goriilen kitle nedeniyle ¢aligmaya dahil edilmeyen rat

3.3. Deney Gruplar

Sham Grubu (Gr K, n=6): Bu gruptaki ratlarda hepatik iskemi
yapilmaksizin sadece orta hat abdominal laparatomi yapilip kapatildi. Islemden iki
saat sonra anestezi altinda abdominal aortttan kan alinmasi yontemi ile
sakrifikasyon sonrasinda ratlarin karaciger dokusu ¢ikartildi ve bu dokuda

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Diyabet-Sham grubu (Gr DK, n=8): Diyabet olusturulan gruptaki ratlara
hepatik iskemi yapilmaksizin sadece orta hat laparotomi yapilip kapatildi,
islemden iki saat sonra anestezi altinda abdominal aorttan kan alinmasi yontemi
ile sakrifikasyon sonrasinda ratlarin karaciger dokusu ¢ikartildi ve bu dokuda

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Diyabet-iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr DiR, n=8): Diyabet olusturulan
ratlara 4 hafta sonra orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise
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mikrovaskiiler klemp konuldu, 60 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon sonrasi
anestezi altinda abdominal aorttan kan alinmasi yontemi ile sakrifikasyon
sonrasinda ratlarin karaciger dokusu ¢ikartildi ve bu dokuda histopatolojik ve

biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Diyabet-Ozon-Iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr DIR-O n=8): Diyabet
olusturulan ratlara 4 hafta sonra, (intraperitoneal ozon-oksijen karisimi: 0.7
mcg/kg (50 mcg/ml), (Medozon kompakt, Herrmann Apparatebau GmbH,
Almanya) verildi. Ozon uygulamasindan bir saat sonra ratlara orta hat abdominal
laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp konuldu, 60 dakika iskemi
ve 60 dakika reperflizyon sonrasi anestezi altinda abdominal aorttan kan alinmasi
yontemi ile sakrifikasyon sonrasinda ratlarin karaciger dokusu gikartildi ve bu

dokuda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

3.4. Dokularin Saklanmasi

Sakrifikasyon sonrasinda karaciger dokusu biitiinlik bozulmayacak ve

travmatize edilmeyecek sekilde alindi.

Karaciger doku ornekleri; histopatolojik degerlendirme yapilincaya kadar
%10’luk formaldehid soliisyonu iginde saklandi. Biyokimyasal degerlendirme

yapmak i¢in ise -70 derecede saklandi.

3.5 . Histolojik inceleme

Histolojik  doku  hasar1  hemotoksilen-eozin  boyama ile 151k

mikroskopisinde degerlendirildi. Histopatolojik degisiklik olarak hepatosit
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dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon, piknotik ¢ekirdek, nekroza giden hiicre,
parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu degerlendirildi. Karaciger hasarinin
siddeti; 4 puanh bir skala (O=hasar yok, 1= hafif hasar, 2= ileri hasar, 3=siddetli

hasar) ile degerlendirildi.

3.6. Biyokimyasal Inceleme

Kanda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve
glukoz; karaciger dokusunda malondialdehid (MDA) diizeyi, katalaz (CAT)

enzim aktivitesi galisildi.

Biyokimyasal analizler Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
Arastirma Merkezi Biyokimya Laboratuvarinda yapildi. Katalaz aktivitesi Aebi
yontemiyle, MDA aktivitesi ise Van Ye TM ve arkadaglarinin yontemiyle

belirlendi. [58,59]

3.7. istatiksel Degerlendirme

Calisma verileri SPSS (Statistic Program for Social and Science) istatistik
programi kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel degerlendirme SPSS 26.0
bilgisayar programinda asagida siralanan testler kullanilarak gergeklestirildi ve
p<0.05 anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel analiz: veriler [ortalama + standart sapma
(SS), veya standart hata (SH) olarak] degerlendirildi. Olgiilebilen parametrelere
Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak dagilimin normal ya da anormal olup
olmadig1 belirlendi. Gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz
gruplarda Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Farklilik olmasi durumunda

gruplar aras1 Mann-Whitney U testi ile karsilastirilma yapildu.
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4. BULGULAR

Isik mikroskopisinde; hidropik dejenerasyon gruplar arasinda anlamli
olarak farkli bulundu (p=0.006). DIR grubunda kontrol ve DK gruplarma gore
hidropik dejenerasyon daha fazla goriildii (p=0.001, p=0.004, sirasiyla). Hidropik
dejenerasyon DIR-O grubunda DIR grubuna anlamli olarak diisik bulundu

(p=0.013), (Tablo 4, Resim 20-27).

Siniizoidal dilatasyon gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p=0.003). DIR grubunda kontrol ve DK gruplarina gore siniizoidal dilatasyon
daha fazla goriildii (p<0.0001, p=0.002, sirasiyla). Siniizoidal dilatasyon DIR-O
grubunda DIR grubuna gére anlaml olarak diisiik bulundu (p=0.009), (Tablo 4,

Resim 20-27).

Piknotik ¢ekirdek gruplar arasinda benzer bulundu bulundu (p=0.117),

(Tablo 4, Resim 20-27).

Nekroza giden hiicre gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p=0.019). DIR grubunda kontrol ve DK gruplarina gore nekroza giden hiicre
daha fazla goriildii (p=0.004, p=0.012, sirasiyla). Nekroza giden hiicre DIR-O
grubunda DIR grubuna anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.040), (Tablo 4, Resim

20-27).

Parankimde MN (mononiikleer) hiicre infiltrasyonu gruplar arasinda

anlamli olarak farkli bulundu (p=0.017). DIR grubunda kontrol ve DK gruplarma
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gore parankimde MN hiicre infiltrasyonu daha fazla goriildi (p=0.004, p=0.008,

sirastyla). Parankimde MN hiicre infiltrasyonu DIR-O grubunda DIR grubuna

anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.040), (Tablo 4, Sekil 20-27).

Tablo 4. Rat karaciger dokusu histopatolojik bulgulari [Ort + SH]

Grup K Grup DK | Grup DIR | Grup DIR-O | P**
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
Hepatosit 0.33+£0.21 0.50+0.22 | 1.50+£0.22* + | 0.67+0.21& 0.006
dejenerasyonu
Siniizoidal dilatasyon | 0.50+0.22 0.67+0.31 | 1.67+£0.21*,+ | 0.83+0.17& 0.002
Piknotik ¢ekirdek 0.50+0.22 0.67+0.21 | 1.33+0.33 0.83+0.17 0.117
Nekroza giden hiicre | 0.33+0.21 0.50+0.22 | 1.33£0.21*,+ | 0.67£0.21& 0.019
Parankimde MN | 0.33+£0.21 0.50+0.34 | 1.83£0.40*,+ | 0.83+0.31& 0.017

hiicre infiltrasyonu

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda

+p<0.05: Grup DK ile karsilastirildiginda

&p<0.05: Grup DIR ile karsilastirildiginda
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Sekil 20. Grup K; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; PA: Portal aralik; —:hepatositler; g
Parankimde MN hiicre infiltrasyonu

Sekil 21. Grup K; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; PA: Portal aralik; —:hepatositler
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Sekil 22. Grup DK; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —: hepatositler; dl: Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu; inf: Inflamasyon; conj: Kapiller konjesyon; er: eritrosit

Sekil 23. Grup DK; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —:hepatositler; er: eritrosit
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Sekil 24. Grup DIR; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —: hepatositler; {4: Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu; conj: Kapiller konjesyon; er: eritrosit

Sekil 25. Grup DIR; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —: hepatositler; dl: Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu; inf: Inflamasyon; conj: Kapiller konjesyon; er: eritrosit
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Sekil 26. Grup DIR-O VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —: hepatositler; {4: Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu; conj: Kapiller konjesyon; er: eritrosit

Sekil 27. Grup DIR-O ; VC: Vena sentralis, HL: Hepatik lobiil; *: siniizoid; (*):
siniizoid dilatasyonu; k: Kupffer hiicresi; —: hepatositler; {4: Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu; dej: hepatosit ve vena sentralis dejenerasyonu; conj: Kapiller
konjesyon; er: eritrosit
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Gruplar karaciger dokusu MDA diizeyi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). DIR ve DIR-O
gruplarinda K grubuna gére MDA diizeyi anlamli yiiksek bulundu (p<0.001, her
ikisi). Ayrica, DIR grubunda DK grubuna gére de MDA diizeyi anlaml1 yiiksek
bulundu (p<0.001). MDA diizeyi DiR-O grubunda DIiR grubuna gére anlamli

diisiik bulundu (p<0.001), (Tablo-5).

Gruplar karaciger dokusu CAT enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). DIR grubunda K
ve DK gruplarina gére CAT enzim aktivitesi anlamli diisiik bulundu (p<0.001,
p=0.002, sirastyla). CAT enzim aktivitesi DIR-O grubunda DIR grubuna gére

anlamli yiiksek bulundu (p=0.029), (Tablo-5).

Tablo 5: Karaciger dokusu oksidan durum bulgular1 [Ort £ SS]

Grup K Grup DK | Grup DIR Grup DIR-O p**
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
Katalaz (1U/mg protein) 52.27+6.55 | 44.48+5.16 | 31.42+7.99% + 43.24+5.82& <0.001
Malondialdehid (nmol/g protein) | 77.52+10.67 | 91.38+8.12 | 124.26+11.84*,+ | 102.22+4.14*,& | <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda
+p<0.05: Grup DK ile karsilastirildiginda

&p<0.05: Grup DIR ile karsilastirildiginda
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Gruplar ALT diizeyi a¢isindan kendi aralarinda kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). ALT diizeyi DIR grubunda K ve DK
gruplarina anlamli artmis olarak tespit edildi (p<0.0001, tiimii). Benzer sekilde
ALT diizeyi DIR-O grubunda da K ve DK gruplarina gére anlamli artmis olarak
tespit edildi (p<0.001, tiimii). ALT diizeyi DIR-O grubunda DIR grubuna gore

anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0.001), (Tablo-6).

Gruplar AST diizeyi agisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). AST diizeyi DIR grubunda K ve D
gruplarina gore olarak artmis olarak tespit edildi (p<0.0001, tiimii). Benzer
sekilde AST diizeyi DIR-O grubunda da K ve DK gruplarin gore anlamli olarak
artmis tespit edildi (p=0.008, p=0.009, sirasiyla). AST diizeyi DIR-O grubunda

DiR grubuna gére anlaml olarak diisiik tespit edildi (p=0.006), (Tablo-6).

Gruplar glukoz diizeyi agisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda, gruplar
arasda anlamli fark vardi (p<0.001). Glukoz diizeyi DIR grubunda K ve DK
gruplarina gore anlamli artmis olarak tespit edildi (p<0.0001, p=0.015, sirastyla).
Benzer sekilde glukoz DiR-O grubunda da K ve D gruplarma gore anlamli olarak
artmis tespit edildi (p=0.004, p=0.006, sirasiyla). Glukoz diizeyi DIR-O grubunda

DIR grubuna gére anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0.001), (Tablo-6).
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Tablo 6: Rat AST, ALT ve Glukoz bulgulari [Ort £+ SS]

Grup K Grup DK Grup DIR Grup DIR-O p**
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
AST(U/L) 119.80+11.28 | 144.40+27.04 | 3974.00+1660.78*,+ | 2052.80+973.44* +,& | <0.001
ALT(U/L) 48.20+£14.52 | 72.20+29.34 1867.33+448.80*,+ | 1045.80+384.32*,+,& | <0.001
GLUKOZ(mg/dL) | 186.17+54.94 | 511.67+138.22 | 648.50+58.66*,+ 353.33+80.31*,+,& <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda

+p<0.05: Grup DK ile karsilastirildiginda

&p<0.05: Grup DIR ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Iskemi, bir dokunun islevini tam olarak yerine getirebilmesi i¢in gerekli
olan kanlanmanin saglanamamasidir. Iskemi siiresi arttikca etkilenen dokuda
yapisal biitiinliik kayb1 baglar ve hiicre 6liimii gereceklesir. Bu hasarin olmamasi
icin dokuya yeniden kan akisinin saglanmasi gerekir. Reperfiizyon olarak
adlandirilan bu durum paradoksal olarak hasarin siddetini arttirabilir ve etkilenen
doku haricinde uzak organlarda da hasara neden olabilir. Bu dokuya kan akiginin
bozulmasi ile baslayan ve beraberinde akimin yeniden saglanmasi ile hasarin

siddetlendigi, hiicre dliimiine kadar giden olaylar biitiiniine I/R hasari denir.

I/R hasar1 klinik olarak; stroke, myokard infarktiisii, ekstremite iskemisi
gibi durumlardan sonra viicudun kendi fibrinolitik mekanizmalariyla ya da
trombolitik tedavi, anjiyoplasti, operatif revaskiilarizasyon gibi tedaviler
sonrasinda kan akiminin yeniden saglandigi durumlarda; vaskiiler cerrahiler ve
karaciger cerrahileri sirasinda vaskiiler klemp uygulanmasi ve sonrasinda
kaldirilmasi durumlarinda; organ nakli, kardiyopulmoner baypas cerrahisi, major

travma ve sokta goriilebilmektedir.

Diyabet, pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi veya yoklugu ya da
dokularin insiiline cevabinin bozulmasiyla karakterize kronik metabolik bir
hastaliktir. Diinya capinda prevalansi giderek artmistir ve artmaya devam
etmektedir. Diyabetin Onemli mortalite ve morbiditeye neden olan noropati,

nefropati, retinopati, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi komplikasyonlar1 vardir.
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Hem I/R hasar1 hem de diyabetin ve komplikasyonlarinin patofizyolojisi
ve tedavi yontemleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin gogunda
ortak olan mekanizma oksidatif stres, proinflamatuar mediatérler ve artmis
sistemik inflamatuar yanittir. Biz de ¢calismamizda diyabetik ratlarda karaciger I/R

modeli tizerinde ozonun etkilerini arastirdik.

I/R, karaciger cerrahisi ve Karaciger nakil operasyonlart ile iliskili vaskiiler
okliizyona bagli hasarin major komponentidir. Ayni zamanda hipovolemik sok,
kardiyak arrest gibi durumlarda da karaciger I/R hasari mortalite ve morbiditede
onemli rol oynar. Mitokondriyal enerji tiikkenmesi, agirt ROS firetimi, kalsiyum
asirt yiiklenmesi, 10kosit agregasyonu, sitokin salinimi ve mikrosirkiilasyon
disfonksiyonu gibi bir dizi karmasik siire¢ hasarin olusmasinda etkilidir. Oksidatif
stres bu karmasik patofizyolojik siirecte rol oynayan temel faktordiir. Bu nedenle
tedavi ile ilgili yapilan calismalar antioksidan mekanizmalar1 hedeflemektedir.
Ozon da bu c¢aligmalarda kullanilan maddelerden biridir. Nitekim parsiyel
hepatektomi uygulanan ratlarda Giiltekin ve arkadaslarinin yaptig1 bir karaciger
I/R galismasinda, parsiyel hepatektomi yapilan grupta hafif piknoz goriiliirken,
parsiyel hepatektomi+I/R uygulanan grupta siddetli nétrofil infiltrasyonu ve
nekroz gorlilmiistiir. Ozonun ise bu hasar1 belirgin sekilde azalttig1 bu calismada
gosterilmistir. [45] Bizim ¢alismamizda da DIR grubunda kontrol ve DK grubuna
gore karaciger hasari artmistir ve ozon uygulanan grupta bu hasarin azaldigi
histopatolojik degerlendirme sonuglariyla goriilmektedir. Calismamizin farklilig:
ise karaciger hasar1 olusturulan ratlarin diyabetik olmasidir. Yine bu g¢alismada

karaciger hasar belirteci olarak kabul edilen AST ve ALT diizeylerinin I/R
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grubunda artmis oldugu, ozon uygulanan grupta ise belirgin azaldig1 gézlenmistir.
Calismamizda AST ve ALT diizeyleri biyokimyasal olarak degerlendirildiginde
DIR grubunda yiikselen bu degerlerin ozon ile azaldig1 gdzlenmistir. Dolayisiyla
ozonun karaciger hasarinin derecesini azattigi gosterilmistir. Ancak Giiltekin ve
arkadaslarinin calismasinda oldugu gibi bizim c¢alismamizda da her ne kadar
ozonun karaciger hasari tizerinde énemli koruyucu etkisi gosterilmis olsa da K ve
DK grubuna gére AST ve ALT diizeyleri DIR-O grubunda daha fazla

gorilmiustir.

Tiifek ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada karaciger I/R hasar iizerinde
deksmedetomidinin  olumlu etkisini gostermislerdir. Karaciger dokusunu
histopatolojik olarak degerlendirdiklerinde, /R grubundaki karaciger dokusunda
hasarin belirteci olarak belirgin hemoraji, siniizoidal dilatasyon, hepatosit
konjesyonu ve fokal nekroz alanlari gormiislerdir. [46] Bizim ¢alismamizda da
DIR grubunda K ve DK gruplarina gore karaciger hasar1 anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

Ozon uzun yillar klinikte kullanilmistir ve antioksidan mekanizmalari
diizenleyerek oksidatif stres lizerine etkili oldugu bilinmektedir. Bu yollardan biri
Nrf2 transkripsiyon faktoriinii indiiklemesiyle antioksidan kapasiteyi arttirmasidir.
Bu konuda yapilan g¢aligmalardan biri, Meng ve arkadaslarmin miyokard I/R
hasar1 iizerinde ozonun etkisini arastirdiklari ¢alismadir. Bu c¢alismada I/R
uygulanan rat gruplarinda kardiyomiyositlerde belirgin sekilde hasar goriilmiistiir
ve ozon uygulanan gruplarda bu hasarin azaldig1 gosterilmistir. Calismalarinda
genetik analizlerle Nrf2 aktivitesinin ozon uygulanan grupta arttigit da
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gosterilmistir. [47] Bizim ¢alismamizda immunohistokimyasal analiz bulunmadigi

i¢in mekanizmalar {izerine bir yorum yapilamamaktadir.

Ozonun karaciger I/R hasarindaki koruyucu etkisinde protein sentezinin
roliinlin arastirildigi Kiiba’da yapilmis bir calismada, bizim calismamizla da
uyumlu olarak I/R grubunda hepatoseliiler hasarin bulgusu olarak siniizoidal
hiperemik dilatasyon goriilmiis ve ozon uygulanan grupta bu hasarin azaldigi
gosterilmistir. Bu c¢aligmada farkli olarak bir gruba sikloheksimid (CHX)
uygulanarak protein sentezi baskilanmis ve ozon+CHX uygulanan grupta ozonun

aktive ettigi enzimlerden biri olan SOD aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. [48]

Bir lipit peroksidasyon iiriinii ve hepatik hasarin da belirteci olan MDA,
calismamizda DIR grubunda K ve DK gruplarina gére anlamli olarak yiiksek,
ozon uygulanan grupta ise diisilk bulunmustur. Ajamieh ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da benzer sekilde I/R grubunda MDA seviyeleri yiiksek, ozon
uygulanan grupta ise K grubu ile benzer bulunmustur. Calismamizda farkli olarak
ozonun I/R hasarma bagli MDA seviyelerindeki artis1 onlemede faydal
olabilecegi gosterilmis olsa da kontrol grubu seviyelerine diismemistir. Bu
farkliligin ortaya ¢ikmasinda ozonun uygulama yontemi, dozu ve uygulanan yol
ile birlikte calismamizdaki ratlarin diyabetik olmasinin 6nemli olabilecegini

diistinmekteyiz. [48]

Wang ve arkadaslar1 akciger I/R hasarina karst ozonun koruyucu etkisini
gdstermislerdir. Caligmada, akcigere I/R uygulanan grupta belirgin 6dem, kanama

ve alveoler bosluk biitlinliigiiniin kayb1 goriilmiis ve ozon uygulanan grupta bu
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bulgularin azaldig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada da ozonun Nrf2 aktivitesini

arttirarak etki gosterdigi immunohistokimyasal incelemeler ile gosterilmistir. [49]

Peralta ve arkadaslarinin ratlarda hepatik I/R hasari iizerinde ozonun
etkisini arastirdiklar1 calismada, bizim ¢alismamizla uyumlu olarak, I/R hasar
olusturulan grupta karacigerde genis ve multipl nekroz alanlari, parankimde
notrofil infiltrasyonlart goriilmiistiir. Ozon tedavisi ile bu hasar alanlarinin daha
minimal ve baglangi¢c asamasinda oldugu gosterilmistir. Biyokimyasal olarak
karsilastinildiginda ise ¢alismamizla benzer sekilde I/R ile artan AST ve ALT

diizeyleri ozon ile belirgin sekilde diigmiistiir. [50]

Oztosun ve arkadaslarinin renal I/R hasarinda ozonun etkisini arastirdigi
calismada, ozon uygulanan rat grubunda renal hasarin azaldig1 gosterilmistir ve
ozonun immunmodiilatér ve antioksidan etkisi oldugu sonucuna varilmistir.
Calismada lipit peroksidasyonunu gosteren MDA diizeyi, calismamizla benzer
olarak I/R olusturulan modelde yiiksek, ozon tedavisi uygulanan grupta ise diisiik
bulunmustur. [51] Renal I/R hasarmma ozonun etkisinin arastirildigi bir diger
calisma olan Chen ve arkadaslarinin calismasinda da ozonun bébrekteki I/R

hasarini azalttig1 gosterilmistir.

Evelson ve arkadaslarinin yaptigi, diyabetik ratlarda oksidatif stresin ve
karaciger lzerine etkilerinin incelendigi bir caligmada diyabetin uygulandigi
gruplarda karaciger mikroskopik olarak degerlendirildiginde perisentral ven
etrafinda siniizoidal dilatasyon goriilmistiir. [52] Yine Porepa ve arkadaslarinin

yaptig1 ¢aligmada diyabeti olan bireylerde karaciger hastaligi gelisme riski yiiksek
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bulunmustur ve ‘diyabetik hepatopati’ olarak degerlendirilmistir. [53] Bizim
calismamizda DK grubunda karacigerde hasar belirteci olarak histopatolojik
degisiklikler goriilse de kontrol grubu ile benzer bulundu. Bu durum, diyabet
olusturdugumuz ratlarin 1 aylilk bakim siiresinin karaciger hasariin
belirginlesmesi i¢in yetersiz olabilecegini ve/veya kan sekeri regiilasyonu icin
zaman zaman insiilin tedavisi uygulayarak hiperglisemiyi kontrol altinda tutmanin
belirgin hasar1 Onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Yine Kanter ve arkadagslar
tarafindan diyabetin miyokard {izerinde olusturdugu oksidatif hasarda egzersizin
olumlu etkisinin arastirildigr bir ¢alismada diyabet olusturulan ratlarda kontrol

grubuna gore miyokardda dejeneratif degisiklikler goriilmiistiir. [54]

Diyabet ile oksidatif stres birbiriyle iligkili durumlardir. Hiperglisemi;
ROS artisina neden olur ve renal glomerulus, retina, periferik sinirler,
kardiyovaskiiler sistem, beyin ve alt ekstremite arteriyel sisteminde diyabet iliskili
patolojilerin olusumuna neden olur. Ozonun endojen antioksidan sistem {iizerine
etki ederek diyabet iliskili oksidatif hasar1 ve komplikasyonlarini azaltabilecegi ile
ilgili caligmalar yapilmistir. Bunlardan biri Martinez ve arkadaslarinin yaptig
STZ ile diyabet olusturulan ratlarda ozonun pankreas hasarina karsi1 koruyucu
etkisini arastirdiklar1 ¢calismadir. Ozon uygulanan grupta pankreas adaciklarindaki
hasarin ve beta hiicre kaybinin tedavisiz diyabetik gruba gore daha az oldugu
gosterilmistir.[55] Bu konuda yapilmis bir diger ¢alismada Morsy ve arkadaglari
diyabetik nefropatide ozonun oksidatif hasar belirteglerini 1iyilestirdigini
gostermislerdir. Calisma siiresini 6 hafta olarak belirlemislerdir ve bu siirenin

diyabetik komplikasyonlarin belirgin hale gelmesi i¢in uygun oldugunu
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gostermislerdir.[56] Biz arastirmamizda, yapilan bu tiir ¢alismalar1 da baz alarak
I/R ve diyabetin oksidatif hasar olusturma yoniinden birbirini potansiyelize
edecegini 6ngorerek bu iki durumu birlikte degerlendirdik. Ozonun diyabetik
olan ratlarda karaciger I/R hasar1 iizerindeki etkisine odaklandik ve ozonun
dogrudan diyabet iizerine etkisini gorebilmek igin gereken diyabet-ozon grubu

calismamizda mevcut degildi.

Koroner arter hastaligt diyabetin major komplikasyonlarindandir.
Diyabetik miyokard I/R modeli olusturulan Giilcan ve arkadaslarim yaptigi
caligmada, ozonun miyokard hasart tizerinde iyilestirici etkisi oldugu ileri
stiriilmiistiir. 4 haftalik bir ¢alisma siiresi olan ve bu siire boyunca insiilin tedavisi
de alan ratlarin kullanildig1 calismada miyokard hasar belirteclerinin ozon ile
azaldig1 gosterilmistir. Bu bulgular ozonun karaciger hasarin1 azalttigini

gosterdigimiz ¢aligmamizin bulgulari ile uyumludur. [57]

Onal ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, ratlarda intestinal I/R modeli
olusturmuslardir ve bunun Oncesinde profilaktik ozon tedavisi uygulamislardir.
Bu c¢alismada ozonun intestinal mukoza {izerindeki hasar1 azalttigini
gostermislerdir. Bu  arastirmadaki  biyokimyasal verileri c¢alismamizla
karsilastirdigimizda benzer olarak CAT enzim diizeylerinin I/R uygulanan grupta
en yiiksek, ozon uygulanan grupta ise en disiik oldugunu gormekteyiz. Farkli
olarak Onal ve arkadaslarinin calismasinda MDA diizeylerinde anlaml1 bir

farklilik goriillmemistir. [60]
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6. SONUC

Karaciger naklinde ve diger karaciger cerrahilerinde goriilen
komplikasyonlardan biri I/R hasaridir. Bu hasar hem hipoksiden hem de
stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi radikalleri gibi ROS iiretimi, Kuppfer
hiicreleri aktivasyonu ve sitokin salinimindan kaynaklanan dondr organina verilen
hasar demektir ve hiicresel nekroza yol agar. Bu durum daha sonra hastalarda
bolgesel doku hasarinin daha da siddetlenmesine neden olacak metabolik asidoz,
hiperkalemi gibi elektrolit bozukluklari, myoglobinemi gibi ciddi sorunlara yol
acar. I/R hasari; bu hastalarda, hipoksi ve sok durumlarinda ve deney hayvani
modellerinde bir dizi karmasik mekanizma ile sistemik ve hemodinamik
bozukluklara neden olur. Calismamizda diyabetik ratlarda karaciger I/R hasarinda

ozonun etkisini aragtirdik.

Caligmamizda STZ uygulayarak diyabet olusturduktan sonra etkilerinin
goriilmesi i¢in 1 ay ratlarin bakimlar1 saglandi. 1 ay sonunda ilgili gruba ozon
tedavisi verildikten 1 saat sonra karacigerde porta hepatise klemp konularak 60 dk
iskemi 60 dk reperflizyon siiresi sonunda karaciger dokusu ¢ikarilarak

biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Incelemeler sonucunda diyabetik ratlarin karaciger dokusundaki hasar
belirteclerinin ozon tedavisi ile iyilesebilecegi goriildii. Bu konuda yapilmis diger
caligmalar gibi ¢alismamizin literatiire katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Klinik olarak hastalarda, karaciger iliskili cerrahilerde ya da karacigerde I/R
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hasarmma neden olabilecek diger patolojik olaylarda, diyabeti olan hastalarda
karaciger iliskili patolojilerde ozonun profilakside ve tedavide etkin olarak

kullanilabilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.
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8. OZET

Amac: Bu calismada, diyabetiklerde I/R hasarinin en ¢ok etkiledigi

organlardan olan karacigerde ozon tedavisinin etkilerini arastirmay1 amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada 30 adet Wistar albino rat kullanildi.
Ratlar diyabet uygulanmayan kontrol grubu (K) (n=6) ve diyabet olusturulan DK
(n=8), DIR (n=8), DIR-O (n=8) olarak rastgele 4 gruba ayrildi. Bu ratlardan 24
tanesine 55 mg/kg IP STZ verildi ve diyabet olusturuldu. Diyabetin organlar
lizerindeki etkisini gorebilmek i¢in 1 ay beklendi. 1 ay sonunda DIR ve DIR-O
gruplarina karacigerde I/R hasari olusturuldu. DIR-O grubuna I/R hasar
olusturulmadan 1 saat 6nce intraperitoneal ozon-oksijen karisimi 0.7 mcg/kg (50
mcg/ml) verildi. Daha sonra tiim gruplar derin anestezi altinda intraabdominal
aortadan kan alinmasi yontemi ile sakrifiye edilerek karaciger dokulari ¢ikartildi
ve histopatolojik ve biyokimyasal incelemeye gonderildi. Doku ornekleri,
histopatolojik degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu
icinde saklandi. Biyokimyasal degerlendirme yapmak igin ise -70 derecede

saklandi.

Bulgular: Karaciger histopatolojik incelemesinde; hidropik dejenerasyon,
siniizoidal dilatasyon, nekroza giden hiicreler ve parankimde mononiikleer hiicre

infiltrasyonu gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu. DIR grubunda bu
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bulgular D ve DK grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek, DIR-O grubunda ise

daha diisiik bulundu. Piknotik ¢ekirdek gruplar arasinda benzer bulundu.

Sonuc: Calismamizda diyabetin ve I/R hasarinin karaciger iizerindeki
yikier etkilerinin ozon tedavisi ile dnlenebilecegini gosterdik. Klinik olarak ozon
tedavisinin etkin dozda ve yontemle uygulanabilmesi i¢in daha fazla caligmaya

ithtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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9. SUMMARY

Objective: In this study, we aimed to investigate the effects of ozone
therapy on the liver, which is one of the organs most affected by I/R damage in

diabetics.

Material and Method: In this study, 30 Wistar albino rats were used. Rats
were randomly divided into 4 groups as the control group (C) (n=6) without
diabetes and the DK (n=8), DIR (n=8), and DIR-O (n=8) groups with diabetes. 24
of these rats were given 55 mg/kg IP STZ and diabetes was induced. It was waited
for 1 month to see the effects on the organs of diabetes. At the end of 1 month,
ischemia reperfusion injury was induced in the liver in DIR and DIR-O groups.
DIR-O group was given intraperitoneal ozone-oxygen mixture 0.7 mcg/kg (50
mcg/ml) 1 hour before the I/R injury was created. Then, all groups were sacrificed
under deep anesthesia by taking blood from the intra-abdominal aorta, and liver
tissues were removed and sent for histopathological and biochemical examination.
Tissue samples were stored in 10% formaldehyde solution until histopathological

evaluation. They were stored at -70 degrees for biochemical evaluation.

Results: In histopathological examination of the cells; hydropic
degeneration, sinusoidal dilatation, necrosis and mononuclear cell infiltration in

the parenchyma were found to be significantly different between the groups.
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These findings were found to be significantly higher in the DIR group than in the

D and DK groups and it was found to be lower in the DIR-O group.

Conclusion: Our study showed that the destructive effects of diabetes and
I/R damage on the liver can be prevented with ozone therapy. We believe that
further studies are needed to clinically apply ozone therapy in an effective dose

and method.

Key words: Diabetes Mellitus, Ischemia Reperfusion, Ozone, Liver
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