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OZET

Uzun doénem hiperbarik oksijen uygulamalarinin sican akciger dokusundaki
oksidan—antioksidan parametreler Uzerine etkilerini n incelenmesi

Hiperbarik oksijenin (HBO) yaygin kullanimina ve bilinen yararlarina ragmen, serbest
oksijen radikali Uretimini de artirarak vicut dokularinda oksidatif strese de neden
olabildigi bildiriimektedir. Onceki calismalarda, HBO kaynakli oksidatif stresin, gerek
uygulama basinci gerekse suresi ile dogru orantili olarak arttigr géralmastir. Bununla
birlikte, bu konuda yapilmig arastirmalar ¢cogu kez tek seanslik uygulamalar ile
gerceklestirilmigtir. Oysa klinikte HBO kullanimi genellikle daha uzun bir déneme
yayllmis uygulamalara dayanmaktadir. Bu calismada 5 seanstan baslamak tzere, 40
seanslik ileri érneklere kadar, uzun dénem HBO uygulamasinin siganlarin akciger
dokusunda oksidatif stres yonunden ne sekilde etkili oldugunun aydinlatiimasi
amaclandi. Oksidatif stres gdstergeleri olarak lipid peroksidasyonu son urini
malonildialdehit (MDA), protein karbonilasyonu dizeyi (PCO) ile bunun yaninda
antioksidan enzimler olan superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
aktiviteleri 6lgtldt. Doku 6rnekleri her grup icin son HBO uygulamasini takip eden 24.
saatte alindi. Olgllen parametrelerde ilk 15 seansa kadar olan gruplarda hicbir
degisiklige rastlanmadi. Bunu asan 20, 30 ve 40 seanslik HBO gruplarinin ise
hepsinde anlamli MDA, PCO ve SOD artigi goruldi. Bu bulgular, 6zellikle uzun strel
HBO tedavisi gerektiren durumlarda tabloya bir oksidatif stresin egemen olmaya
bagsladigini ve bu gibi vakalar igin, bizim, profilaktik olarak antioksidan kullanmamizin

yerinde olacagini disundurda.

Anahtar Kelimeler :  Hiperbarik oksijen, Oksidatif stres, Lipid Peroksidasyonu,
Protein Oksidasyonu, Antioksidan Enzimler, Sican Akciger Dokusu
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SUMMARY

Investigation of the effects of long-term hyperbari C oxygenation on the

oxidative and antioxidant parameters of rats’ lung tissue

Despite to its common clinical use and known benefits, hyperbaric oxygen (HBO) is
also reported to enhance the production of reactive oxygen species and therefore
can cause oxidative stres in several tissues. Previous studies had shown that HBO-
induced oxidative stres is directly proportional to both its exposure pressure and
duration. Nevertheless, these studies were usually performed with single-session
HBO exposures. On the other hand, the clinical use of HBO commonly depends on a
long-term exposure period. In this study, it was aimed to enlighten the oxidative effect
of HBO in the lung tissue of rats which were exposed to HBO from 5 up to 40
sessions. Malonyldialdehyde (MDA), end product of lipid peroxidation, and
carbonylated protein (PCO) levels were determined as measures of oxidative stres,
along with the activities of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase. Tissue speciments were obtained 24 hours after the last
HBO session for each study group. For the first 15 sessions, none of the measured
parameters represented any changes. But in the 20, 30 and 40-session groups MDA,
PCO and SOD were found to be significantly increased. These findings indicate that
HBO clearly causes oxidative stress in rats’ lung tissue and that the use of
antioxidants for profilaxy is reasonable, in particular for patients with longer exposure

procedures.

Keywords : Hyperbaric Oxygen, Oxidative Stress, Lipid Peroxidation, Protein

Oxidation, Antioxidant Enzymes, Rat Lung Tissue
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1.GIRIS

Hiperbarik oksijen (HBO), gunumuz tibbinda artik bircok hastaligin
tedavi ve yardimci tedavisinde yaygin olarak kullanima girmis bulunmaktadir.
Bu uygulama doku oksijen diuzeylerini 10-15 kat artirarak doku iyilesmesine
katkida bulunmaktadir. Refrakter osteomyelit, gazli gangren, anaerobik
mikroorganizmalarin da ise karistigr mikst yumugak doku enfeksiyonlari, akut
iskemi ile sonuclanan travmatik yaralanmalar, cesitli deri greftleri ve
iyilesmeyen yaralar gibi zor vakalar HBO uygulamasindan fayda goérebilen
durumlar arasinda yer almaktadir. HBO’nun bu yaygin kullanimina ve bilinen
yararlarina ragmen, yer yer serbest oksijen radikali tretimini de artirarak
oksidatif strese neden oldugu da bildiriimektedir. Diger yandan, HBO
uygulamalarinin vicudun endojen antioksidan savunma sistemini uyardigi ve
antioksidan enzim sistemlerindeki olasi bir zayiflamayr da oOnledigi
bilinmektedir (1,2).

Aerobik solunum yapan canlilarda metabolik sirecler icinde ve sire¢
disindaki etkenlerden (entoksikasyon, hemoraji, iskemi, radyoaktivite, allerji,
hava kirliligi, sigara dumani, karbon monoksit, alkol, insektisidler, enfeksiyon,
yagslanma, stres vb.) kaynaklanan nedenlerden dolayl serbest radikaller
olusmaktadir. Serbest radikaller olusur olusmaz bagka molekillerle
reaksiyona girme egilimi gosteren reaktif molekdllerdir (3,4). Bunlarin bir
bolumi oksijen merkezli olup, bunlar serbest oksijen radikali (SOR) veya
reaktif oksijen turevleri (ROT) olarak da adlandiriimaktadir. Organizmaya
saglanan yuksek yogunluktaki oksijen varligina bagh olarak, HBO
uygulamalari sonucunda bir¢cok dokuda ROT olusumu ve buna bagh oksidatif

stres gorulebilmektedir.

Oksidan-antioksidan  dengesinin  oksidanlar lehine  bozuldugu
durumlarda, bu oksiradikallerin intraselliler sitotoksik diizeyleri hucrenin
yapisal organik elemanlari olan lipid, protein, karbonhidrat ve DNA’sinda
harabiyetine neden olabilmektedir. Bu potansiyelden dolayr ROT, degisik
sistemlerdeki cesitli patolojilerden sorumlu tutulagelmistir: Kanser, Ulser, bazi

hemolitik hastaliklar (talasemi major, otoimmun hemolitik anemi vb.),



katarakt, iskemi-reperfizyon hasari, ateroskleroz, oksijen toksisitesi,
klaudikasyo-intermitans etyopatogenezlerinde ROT’un yer aldigi hastaliklara

ornek olarak sayilabilir (5).

Hiperbarik oksijenin oksidatif strese neden oldugu bilinmekle birlikte,
olusan bu oksidatif stresin derecesi ve ne olgtide zararli olup olmayacagi gibi
konular halen yeterince irdelenmemigtir. Ortaya ¢ikan oksidatif stresin buyuk
oranda hiperbarik oksijenin uygulanma basinci (6) ve suresi (7,8) ile orantili
oldugu ortaya konmustur. Ancak bu calismalar genelde akut ve tek seanslik
uygulamalar ile yapimigtir. Klinikte ise HBO uygulamalari genellikle tek
seans olarak degil, uzun doneme yayilmig, cogu kez 10-20 seanslik, hatta
bazi durumlarda 30'u da asabilen uygulamalar seklinde kullaniimaktadir. iste
bu calismada 2,8 ATA’da 90 dakika slrecek olan ve 5 seanstan baglamak
uzere, 10, 15, 20, 30 ve 40 seanslik ileri 6rneklere kadar, uzun donem HBO
uygulamasinin oksidatif stres yoniunden ne sekilde etkili oldugunu

aydinlatmayi amacladik.

Vicutta olusan oksidatif stresin olcutl olarak en yaygin kullanilan
metot, oksidatif stres ile olusan oksidasyon urtnlerinin doku veya kan
diizeylerinin belirlenmesidir. Ozellikle lipid ve protein oksidasyonu bu amagla
Uzerinde sik durulan siregler olup, bu amacla en yaygin olarak dlgilen
parametreler lipid peroksidasyonu sirecinde bir son 0Orin olan
malonildialdehidin (MDA) tayini ile protein karbonilasyonu dizeyinin (PCO;
protein carbonyl content) belirlenmesidir. Oksidatif stres varligini arastirmaya
yarayan dolayh Olcutler olarak ise vicutta serbest radikal hasarini azaltmak
icin savasan cesitli antioksidan enzimlerin (stperoksit dismutaz, SOD;
glutatyon peroksidaz, GSH-Px gibi) aktivite tayini seklindedir (2,9). Bu
calismada da, HBO uygulamasindan en ¢ok etkilenen organlardan biri olan
akciger dokusunda MDA, PCO, SOD ve GSH-Px duzeyleri 6lgulmuagtir. MDA
ve PCO olcumleri ile dogrudan doku oksidasyon drinlerinin duzeyleri
gorulmis, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin belirlenmesi yoluyla da
organizmada olusan oksidatif stres reaksiyonlarina karsi endojen antioksidan

savunma sistemlerinin durumu ortaya konmaya caligiimigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1.HIPERBARIK OKSIJEN
2.1.1. HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISININ TANIMI

Hiperbarik oksijen tedavisi kapali bir basin¢g odasinda, 1 atmosferden
(atm) daha yuksek basin¢ altinda, maske, baslik veya endotrakeal tiple
oksijenin solutulmasi seklinde uygulanan bir tedavi yontemidir (10, 11, 12).
Normal atmosferik basin¢ altinda basingta %100 oksijen solunumu veya
oksijenin topikal kullanimi hiperbarik oksijen tedavisi olarak kabul edilmez;
hastanin basing odasinda inhalasyonla 1 atm’den (760 mmHg) daha yuksek
basinclar altinda oksijen solumasi gerekmektedir (13, 14, 15). Uygulama
aninda, manometreden okunan deger deniz seviyesi degeri olarak kabul
edilen 1 atm ile toplanarak gercek basin¢g bulunur ve ATA (Atmosphere
Absolute; 1 ATA = 1 atm = 760 mmHg ) olarak ifade edilir. Her 1 atm’lik
basin¢ artigl deniz seviyesi altina 10 m’lik bir dalis mesafesi olarak kabul
edilir (1 atm = 10 m’lik su sutunu yukseligi) ve bu sekilde hiperbarik oksijen

uygulamasinin bir ‘tedavi derinligi'nden s6z edilir.

Tedavi derinligindeki basing, hastanin ihtiyacina gore c¢evremizdeki
basincin 2-3 katina kadar cikarilmaktadir. Tedavinin uzunlugu, hangi siklikta
olacagl ve tedavi derinligi gibi parametrelerin ayrintih planlamasi da yine
hastaya ve hastaliga baglh olarak degismektedir. insanlarda halen %100
oksijen verilerek yapilmakta olan HBO tedavisinde uygulanan maksimum
basing sinin 3 ATAdir (16, 17).

Tedavi tek (monoplace) ya da cok (multiplace) kisilik basing
odalarinda yapilabilir. Tek Kkisilik modellerde hasta oksijeni maske ile
alabildigi gibi dogrudan ortamdan da soluyabilmektedir. Cok kisilik basing
odalarinda ise ortam normal atmosfer havasi ile basing altina alinir, hastalar

oksijeni maskeden, bagliktan veya endotrakeal tipten solurlar (11, 16, 17).



2.1.2.HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVIiSININ TARIHSEL GELiSiM SURECI

Hiperbarik sistem ilk olarak 1662 de Henshaw tarafindan, “Domicilium”
adini verdigi sizdirmaz bir oda, koruk dizenegi ve kapaklar kullanilarak
kapali bir ortam icinde hem yiuksek hem de algak basin¢ saglamak suretiyle
kurulmustur. Yiksek basing akut hastaliklarin, algak basing basing ise kronik
hastaliklarin tedavisinde kullaniimigtir ( 18 ).

1775 yilinda Priestley tarafindan oksijenin kegfiyle birlikte artan
hiperbarik uygulamalarin komplikasyonlari da bildiriimeye baslanmigti.
1789'da Lavoisier ve Seguin oksijenin cesitli toksik etkilerinin oldugunu
bildirdiler (19). 1830’lu yillarda Fransa’da Junod, Tabarie, Pravaz adl
arastirmacilar hiperbarik basing odasi sistemi kulanarak 2-4 ATA arasindaki
basinclarda bazi hastaliklari tedavi etmiglerdir. 1841 yilinda Triger, Loire
nehri yatagr kazilirken calisan iscilerde disbarik problemlerin olustugunu
tespit ederek ilk Caisson deneyimini bildirmistir. 1878 yili baglarinda Paul
Bert artirlmis basingta solunum yaptirildiginda Grand Mal tipte epileptik
ndbetlerin olusabildigini gostermisti (20).

1879 yilinda, Fransiz cerrah Fontaine tekerler Uzerinde hareket
edebilme 06zelligi olan ve icindeki basincin artirilabildigi bir ameliyat odasi
inga etmis ve bu oda icinde cesitli cerrahi uygulamalar gerceklestirmigtir (21).
1891 yilinda, spinal anesteziyi ilk uygulayan Dr. J.L. Corning, Birlesik
Devletlere “Basincli Hava Tedavisi’ni tanitan ve elektrik enerjisi ile calisan
kompresoru igleten ilk kisi olmustur (22). J. Lorrain-Smith, 1899 vyilinda,
oksijenin uzun sudreli diagstk basingta solutuldugunda pulmoner hasar

olusturduguna dair bu alanda klasik olmus makalesini yayinladi (23).

Gorulayor ki, HBO’nun santral sinir sistemi ve pulmoner sistem lzerine
olan toksik etkileri daha 19.yuzyilin sonlarinda Paul Bert ve Lorrain Smith

tarafindan tanimlanmisti.

Buglnki anlamda HBO tedavisinin kullaniimasi, 1930‘lardan itibaren
Amerikan ve ingiliz donanmalari tarafindan dekompresyon hastaliginin
tedavisi icin rutin olarak kullanima sokulmasiyla baslamistir. Bu amagla
Onceleri uzun suren hava tedavisi tablolari kullaniimaktaydi (24). Klinikte



HBO kullanimi ise 1955’de Churchill-Davidson ve Boerema’nin calismalariyla
baslamigtir (25). 1961 yilinda Boerema ve Brummelkamp’in HBO'yu gazli
gangren tedavisinde uygulamaya baslamalarini takiben bilim adamlarn ve
Klinisyenler tecrubelerini ve calismalarini paylasmak icin ilk defa 1963’te
Amsterdam’da uluslararasi bir toplantida bir araya gelmiglerdir. Bu tarihten
gunumuize, olusturulan ulusararasi komiteler (UHMS, Undersea and
Hyperbaric Medical Committee; EUBS, European Underwater and
Baromedical Society; vb.) her yil yapilan toplantilarda yeni gelismeler
Isiginda  HBO tedavisinin  esaslarini  ve uygulamalarini  disipline

baglamaktadir.

2.1.3.HIPERBARIK OKSIJENIN TEMEL PRENSIPLERI

Hiperbarik oksijenasyonun klinikte uygulanimi ile insan vicudu tzerine
iki temel etkisi sozkonusudur: 1) Mekanik etki veya basincin direkt etkisi 2)
vicuttaki tim dokularda, kanda ve hicrelerde oksijen parsiyel basincini

artirici etki.

Basincin direkt etkisii  Temel gaz kanunlarindan Boyle-Mariotte
kanununa gore, gazlarin basinc¢lari ve hacimleri arasinda ters bir oranti s6z
konusudur. Basincin artigiyla, dolagimdaki ve dokulardaki gazlarin hacimleri
ve gaz kabarciklarinin caplari kiculir. Ayrica kabarciklarin yizey gerilimleri
de buyuklukleri ile ters orantiidir ve blyuk kabarciklar, kicuklerden daha
kararhdir. Kabarciklar kiguldukge yuzey gerilimi artacagindan, cap belli bir
degere dustukten sonra kollabe olup absorbe edilir. Basincin mekanik etkisi
en iyi dekompresyon hastaliyi ve iyatrojenik hava embolisi vakalarinin
tedavisinde goralur. Bu gibi hastaliklarin tedavisinde kabarciklarin kugulup
kollabe olmasi 6nem tasimaktadir. Boylelikle doku perfizyonu tekrar

saglanabilmektedir (26).

Artmi g oksijen parsiyel basinci:  Normal sartlar altinda oksijenin
ancak cok az bir kismi kanda c¢ozinmektedir Hiperbarik ortamda %2100
oksijen solundugunda Henry kanunu geregince plazmada oksijenin
¢OzUnarlugu artar (14).



Hastanin fizyolojik ve fizyopatolojik kosullarina bagl olarak, artmis
oksijen basincinin etkisi dokularda, biyokimyasal reaksiyonlarda gozlenir.
Normalde 1 gr hemoglobin 1,34 ml oksijenle baglanabilir. 100 ml kanda
hemoglobin miktari 15 gr'dir. Hemoglobin oksijene %100 doyuruldugundan
(satirasyon) 100 ml kan 20,1 ml hemoglobinle bagl oksijen tasimaktadir.
Normal atmosfer basincinda hava solundugunda zaten %97'si oksijene
doymus olan hemoglobinin bu satiirasyonunu %100’den daha fazla artirmak
mimkin olamayacagindan kanda hemoglobine bagl olarak tasinan oksijen
miktari da artmayacaktir. Hiperbarik kosullarda, solunan oksijen parsiyel
basincindaki artistan Oturd, plazmada c¢6zinen oksijen miktari da artar.
Tablo 2.1’ de goéraldugu gibi 1 ATA’ da hava solundugunda kanin 100
ml'sinde 0,3 ml olan ¢6zinmus oksijen miktari, 3 ATA'da % 100 oksijen
solundugunda 6,8 mlye kadar vyukselir (14, 27 ). Normal atmosfer
kosullarinda, dinlenim durumunda 100 ml arteryel kanda bulunan 20,1 ml
oksijen ventdz kana 14 ml'ye kadar diserek gecer. Demek oluyor ki, 100 ml
kandaki ¢ozinmus oksijen icerigi 6 ml'yi gectiginde oksihemoglobin, arteryel
sistemden vendz sisteme degisime ugramadan gecebilecektir; ¢iinkl plazma
icerisindeki erimis oksijen, hemoglobine bagl oksijene oranla, ¢cok daha kolay
kullanilma olanagina sahiptir (27). Sonuc¢ olarak, HBO tedavisi altinda
oksihemoglobine gerek kalmaksizin, dokularin ihtiyacini karsilayacak yeterli
oksijenasyon mumkundir. Plazmada ¢6ziinmuis oksijen hicreye direk utilize
olabilmekte ve — asiri bir sdylem ile ifade etmek gerekirse — dinlenim
durumunda HBO tedavisi altinda yasami hemoglobinsiz olarak idame

ettirmek mamkuandar (12).

3 ATA’'da %100 oksijen solundugunda arteriyoventz oksijen parsiyel
basinci farki 350 mmHg'ye kadar cikabilmektedir. Doku kan akimi yariya
dustugunde arteryel ve ventz ugta PaO, degerleri sirasiyla 288 ve 50 mmHg
olarak alinir (fark 238 mmHg). Arteriyel PaO, ¢ok arttiginda, efektif hiicresel
oksijenlenme c¢ok dusiuk bir kan akimiyla bile saglanabilmektedir (27).
Anlagiimaktadir ki, 3 ATA'da %100 oksijen kullanarak doku oksijenlenmesini
10-15 kat artirmak mimkun olabilmektedir (Tablo 2.2) (19).



Tablo 2.1. Degisik Basinclarda Plazmada Coziinmiis Oksijen icerigi (27)
Uygulama Basinci Plazmada Cozunmusg Oksijen Miktari (%oml)

ATA (mmHg) Normal Hava Uygulamasi Saf Oksijen Uygulamasi

1 (760) 0.32 2.09
1.5 (1140) 0.61 3.26

2 (1520) 0.81 4.44
2.5 (1900) 1.06 5.62

3 (2280) 1.31 6.8

4 (3040) 1.8

3 ATA Uzerinde

5 (3800) 2.3

uygulanmamaktadir

6 (4560) 2.8

Tablo 2.2. HBO Uygulamasi ile Ulagilan Doku Parsiyel Oksijen Basinci
Duzeyleri (mmHg) ( 19).

1 ATA (hava) 1 ATA (O,) 2 ATA (O,) 2.5 ATA (O,)

Arteryel PaO, 100 600 1400 1800
Transkutanoz PaO, 70-75 450-550 1200-1300 1400-1500
Kas PaO,’ si 30-35 60-75 220-300 -
Subkutanéz PaO, 30-50 90-150 200-300 300-500
Yara PaO;’ si 5-20 200-400  600-800 800-1100

Hiperbarik oksijen etkisi altinda vendz kandaki oksijen satlirasyonunu
da %100’e ulastiginda oksihemoglobinin hemoglobine indirgenmemis olur ve
ve karbondioksitin (CO,) plazma icinde ¢6ziinmus olarak tasinma orani artar.
Bu sekilde gelisen CO, retansiyonu hidrojen iyonunun hafifce artmasina
sebep olur. Sonug¢ olarak, vendz hemoglobin oksijen ile %100 doygunluga
ulastiginda veno6z sistemdeki parsiyel karbondioksit basincinda 5-6 mmHg'lik
bir artis olabilmektedir. Normal bir bireyde, kan akimi sabit kaldigi sirece,
CO; kanda ve dokularda daha fazla artmamakta ve dolayisi ile ortaya ciddi

bir problem ¢ikmamaktadir (12).



2.1.4.HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISININ DIGER SISTEMLER UZERINE
ETKIiSI

Yara iyile smesine etkisi: 1960’larda yara iyilesmesinde HBO
uygulamasi, diger tedavi yontemlerine yardimci bir tedavi sekli olarak
kullaniimaya baslamistir. HBO tedavisinin uygulama kosullari (basing,
oksijen konsantrasyonu, siklik) randomize deneylerle tam tanimlanmamis
olmasina ragmen FDA (Food and Drug administration), HBO’nun yara
tedavisinde kullanilabilirligini onaylamigtir (28). Hiperbarik oksijen tedavisinin
kullanildigi iyilesmesi problemli yara tipleri arasinda periferal vaskuler
yetmezlik ile beraber olan Ulserler, vendz staz Ulserleri, dekubitis ulserleri,
enfekte yaralar, radyasyon hasarina ugramis dokular, soguk isirigi ve hayvan

sokmalari sayilmaktadir (29,30).

lyilesmesi problemli yaralar genellikle hipoksi ile iligkilidir. Yaralanmig
doku hipoksiktir. Bircok Kklinik gozlem ve bunu destekleyen deneysel calisma
gostermistir ki hipoksi altinda yara iyilesmesi gecikmektedir. Parsiyel oksijen
basinci bu tir yaralarda 5-20 mmHg'ye ve hatta daha da kicuk degerlere
kadar dusebilmektedir (31). Arteryel oksijen basinci yaklasik 100 mmHg iken
bir cilt yarasinin periferinde ise 60 mmHg olarak olcilen PaO, yaranin
merkezinde 10 mmHg'nin altina inebilmektedir. Sbarra ve Karnosky 1959
yilinda l6kositlerdeki NADPH oksidazi kegsfettikten kisa bir siire sonra Babior
NADPH oksidazin reaktif Grini olan sdperoksit radikalinin bakterileri
oldurdugunu buldu (32,33). NADPH oksidaz, yara iyilesmesinin inflamatuar
evresinde yiksek miktarda oksijen tiketerek buyldk miktarda ROT
olusturmaktadir. Bu enzim parsiyel oksijen basinci 40-80 mmHg'de %50
kapasite ile calisirken, parsiyel oksijen basinci 400 mmHg’ya ciktiginda %90
kapasite ile calisabilmektedir (34).

Lokositler fagosite ettikleri mikroorganizmayi! oldirmek icin temel
olarak yukarda adi gecen bu oksijene bagimli NADPH oksidaz enzim
aktivitesinden vyararlanirlar. 30 mmHg ve altinda |0kositlerin fagositoz
yetenekleri ve antibakteryel etkileri azalir. Bu dlzeylerdeki oksijen



basin¢larinda fagositoz yapilsa bile oksidatif patlama denilen NADPH
oksidaz tarafindan slperoksit olusturulmasi igin yeterli oksijen basinci
gereklidir.  Hiperbarik  oksijen tedavisi hipoksik yara bdlgesinin

oksijenlenmesini saglayarak notrofillerin bakterileri 6ldirmesini saglar (34).

Ayni zamanda yara iyilesmesi icin gerekli kollajenin fibroblastlarca
sentezlenmesi i¢cin en az 30-40 mmHg’lik bir PaO, gereklidir. Hiperbarik
oksijen ile doku parsiyel oksijen basincinin artirilmasi, fibroblastik aktivitede
artiga ve kollajen matriks birikimine yol agmaktadir (14). Ote yandan, hipoksi
de anjioneogenezisi uyaran bir faktordir. Bu sekilde, ginde 2—-4 saat sireyle
uygulanacak HBO, bir yandan yarattigi hiperoksi yoluyla kollajen matriks
birikimini uyarirken, diger yandan uygulama seanslari arasindaki “gorecel
hipoksi” donemlerinde ise anjiogenezis yonunde vaskuiler proliferasyonun

gelisimine katkida bulunmaktadir (35).

Kemik dokudaki bozulmus iyilesme sureclerinde de HBO, hipoksiyi
ortadan kaldirip osteogenezisi uyararak iyilesmeyi saglar ve hizlandirir. Bu
etkileriyle HBO’dan diyabet ve varis Ulserlerinde, termal yaniklarda, tutmasi
supheli deri greft ve fleplerinde, osteoradyonekrozda, osteomyelitte ve
mikrocerrahiden sonra yardimci tedavi olarak yara iyilesmesini hizlandirmak

amacilyla faydalaniimaktadir (17).

Damarlar ve miyokard Uzerine etkisi: Hiperoksik ortam miyokard
hiicreleri Uzerine dogrudan etkiyle uyarilabilirlik ve iletiyi azaltir. Boylece
HBO, bradikardiye bagll olarak kalp debisinde %10-20 arasinda azalmaya
neden olabilir. Kan basincinda ise herhangi bir degisiklik olmaz. Diger
yandan, hiperoksinin vazokonstriktif etkisinden dolayr dokulara giden kan
miktari azalr. Ornegin, 2 ATA basingta oksijen solundugunda damarlarda
vazokonstriksiyon olur ve kas kan akimi %20 kadar dusebilir (11,36). Fakat
plazmada artmig olan ¢6zinmus oksijen nedeniyle akim azaldigi halde

dokularin yeterli dizeyde oksijenasyonu saglanir.

Hiperoksi, CO.'ye olan solunumsal yaniti da baskilar; baslangicta
solunumda hafif bir depresyon, sonra ise hiperventilasyon gozlenir. Bu etkinin
karotid arterin Uzerinde bulunan CO, reseptérlerine dogrudan etki ile ortaya



ciktigr dusunulmektedir (27). HBO’nun olusturdugu vazokonstriksiyon,
kapiller kan basincini dusurerek diapedezis ve vaskller permeabilite artisini
azaltir. Boylece transkapiller sivi gecisi degdiserek ekstravaskiler sivi
rezorpsiyonu hizlanir. interstisyel sivi basincini diisurerek hipoksi ve
iskeminin yarattigi ddemin gerilemesinde yardimci olmaktadir. HBO'nun bu
etkisinden yaniklarda, serebral ve retinal ddemde, periferik travmalarda,
kompartman ve crush sendromunda, embolilerde, purpura fulminans
tedavisinde yararlaniimaktadir (11,12,26,37,38,39,40).

Antibakteriyel ve antitoksik etkisi: Oksijen icin tedavi sinirlar
oldukca oOnemlidir. Tedavide amag; hastaya zarar vermeksizin bakteriyi
ortadan kaldirmaktir. Tek hicreli mikroorganizmalar 6zellikle bakteriler,
hiperoksiye bifazik cevap verirler. 1 ATA'da %100 oksijenli ortamda E.coli,
P.aeruginosa, S.aureus gibi aerob bakterilerin gelismeleri hizlidir. Fakat 1.3

ATA uzerindeki oksijen inhibisyon yapar (41).

Hiperbarik oksijen bakteriyostatik ve bakteriyositik 6zelligini ROT
araciligi ile gostermektedir. Serbest oksijen radikalleri membran lipid ve
proteinlerini okside edip, DNA'ya hasar vererek mikroorganizmanin blyumesi
icin temel metabolik fonksiyonlari inhibe ederler. Serbest radikaller ve ROT
olusumunu artiran HBO, antioksidan savunma sistemleri olmayan veya sinirli
olan bazi mikroorganizmalarin hizla ortadan kaldiriimasini saglar.
Anaeroblarin serbest radikallere ve diger oksidanlara kargi savunma
mekanizmalari olmadigindan, oksijenin oldartict etkisine duyarlidirlar.
Hiperbarik oksijen infekte ve nekrotik dokulardaki doku onarimi ve
rejenerasyonu duzenleyerek, infeksiyonun ilerlemesini indirekt olarak da
etkileyebilir (39,41). Antibakteriyel ajan olarak secici degildir; gram negatifler
kadar gram pozitif bakterileride etkileyen, spektrumu genis bir ila¢ olarak
dusunulebilir.

Hiperbarik oksijen uygulamalari, toksinlerin direk Uretimini inhibe
ederek ya da etki metabolizmasini engelleyerek antitoksik etki gosterir.
Bunlardan ilkine 6rnek; hicre membranini parcalayarak kapiller
permeabiliteyi bozan klostridiyal alfa toksin ve lesitinaz Gretiminin

inhibisyonudur. ikinci drnek ise karbonmonoksit (CO) zehirlenmesinde etki
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mekanizmasi Uzerinde inhibisyon yaratarak yararllik gostermektedir. Bilindigi
tzere CO, toksik bir gaz olup yanginlarda farkina varilmadan veya intihar
amach olarak solundugunda éldurtci olabilmektedir. Hemoglobine affinitesi
oksijene gore 200 kattan daha fazla oldugundan oksihemoglobin yerine
karboksihemoglobin olusturarak kanda yeterli dizeyde oksijen taginmasini
zorlastirir. Hiperbarik oksijen, bir yandan PaO, artigi yoluyla hemoglobine
veya sitokroma baglanmig olan CO’nun eliminasyonunu hizlandirirken, diger
yandan plazmaya yeterli miktarda c¢6zinmuis oksijen sunarak dokularin

metabolizmasinin ve yasamasinin devamini saglamaktadir (17,42,43).

Santral sinir sistemine olan etkileri: Hiperbarik oksijenin belki de en
onemli etkileri beyinde izlenir. Santral sinir sistemine olan etkilerinin derecesi
uygulanan basinca ve uygulama sdresine baghdir. Bu konudaki
arastirmalarin ¢cogu oksijen toksisitesi konusunda yapilmistir. 3 ATA'nin
Uzerindeki basinglarda uzun sire kalindiginda oksijen toksisitesi sonucu
konvilziyonlar gozlenmigtir. Oksijen toksitesinin prekonvuilzif periyodu ise
elektriksel aktivite, kan akimi ve doku PaO, ile metabolik aktivitesinde
degisikliklerle karakterizedir. Buna karsilik 1,5-2 ATA basin¢ uygulandiginda
vazokonstriksiyona ve beyin kan akiminda dismeye dair hicbir klinik belirti
gozlenmemigtir. Hiperbarik oksijenin etkileri hipoksik iskemik beyin
bdlgelerinde ¢ok daha belirgin olarak ortaya cikar; serebral 6demi azaltir ve
iskemi veya hipoksi nedeniyle inaktive olan ndron fonksiyonlarini yeniden
aktive eder. Beyin fonksiyonlarindaki bu dizelme, beynin elektriksel
aktivitesindeki iyilesmeyle takip edilebilir (27).

Oksijenin vicuttaki toksik etkileri: Son derece aktif bir molekl
olmasi nedeniyle oksijen, toksik 6zellik tasimaktadir. Bulunduklari ortam
basincindaki degisiklikler veya oksijen parsiyel basicinin artisi, ya da her
ikisinin birden artmasi gelismis savunma sistemlerinde yetersizlige yol agcma
potansiyeli dikkate alinmasi gereken bir husustur. Bu sekilde, yasamin
olmazsa olmaz elementi olan oksijen toksik hale donusebilmektedir. Buglnki
bilgilerimiz, oksijen toksitesinin ROT ile hicrenin organik elemanlari
arasindaki reaksiyonlara bagl oldugunu gostermektedir (44,45).
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Hucrelerin normal oksireduktif faaliyeti sirasinda da olusabilen
radikallerin tretimi hiperoksi sartlarinda belirgin sekilde artar. Bunun sebebi,
oksidatif fosforilasyon zincirinde radikal olusumunun goéruldigia oksijene
elektron transferi olayinin hiperokside artmasidir (44). Ancak hemen
hatirlamak gerekir ki hipoksik sartlarda da oksidatif dengenin bozulmasina
bagl olarak serbest radikallere bagli doku hasari sireci hizlanmaktadir.

Bu sekilde, hiperoksinin insan organizmasinin tim organ ve
sistemlerinde oksijen toksisitesi meydan getirebilecedi bilinmektedir. Ancak,
bu toksisitede bireysel farkliliklar 6nem arz etmektedir. Ozellikle santral sinir
sistemi toksisitesinde bireysel oksijen toleransi ¢ok belirleyici olabilmektedir
(46). Aslinda “oksijen toksisitesi” kavrami sadece hiperbarik degil,
normobarik ortamlarda da iyi taninmaktadir. Klinik uygulamalar agisindan
HBO’nun G¢ sistem Uzerindeki toksisitesi dnemlidir. Bunlar; santral sinir

sistemi, solunum sistemi ve vizuel degigikliklerdir.

1) Merkezi sinir sistemi toksisitesi (Paul Bert Etk  isi): Olusum
mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamis olan merkezi sinir sistemi
(MSS) oksijen toksisitesi, kural olarak 2 ATA’nin Uzerindeki parsiyel oksijen
basin¢larinda gorilmektedir. Genel gorus olarak, HBO sirasinda artan
ROT'un membranlarda lipid peroksidasyonu, enzim inhibisyonu veya
modulasyonlarina neden olarak enerji metabolizmasi ve elektrik aktivitesinde
degisikliklere yol acmasina bagli oldugu ileri surulmektedir (47). Son
zamanlarda, HBO uygulamasi ile beyinde artan NO’nun da bundan sorumlu
olabilecegi ortaya atilmigtir (48). Toksisitenin ortaya c¢ikmasi acisindan

uygulama suresi basing ile ters orantilidir (49).

Toksisite genelde fasiyal pallor, terleme, bradikardi, ekstrasistoller,
bulanti, kusma, mimik kaslarinda 0zellikle perioral kaslarda segirmeler,
hickirik, o©fori, anksiyete, davranig degisiklikleri, viziel (gorme alaninda
daralma) ve akustik (tinnitus) degisiklikler, vertigo, paresteziler, midriyazis,
illizyon ve hallsinasyonlar, konflizyon ve hatta senkop gibi 6n belirtilerle
baglar. Bu belirtiler tek basina veya birlikte olabilmektedir. Nadiren ise
konvilsiyon seklinde ve birdenbire baslayabilir (50). MSS toksisitesini
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Onlemek uzere, HBO tedavi protokollerinde 20-30 dakikada bir 5-10
dakikalik hava soluma molalari verilmektedir. HBO tedavileri sirasinda

konvilsiyon gortulme oraninin 1.3/10000 oldugu bildiriimektedir (7).

2) Akciger toksisitesi (Lorrain Smith Etkisi): Pulmoner oksijen
toksisitesi olarak da bilinen bu durum, parsiyel basincit 0,5 ATA'dan daha
yuksek olan oksijene uzun stre maruz kalinmasi sonucunda gelismektedir.
Normal atmosferik basingta %100 oksijen inhalasyonu yaklasik 10 saatlik bir
sure sonunda trakeobronsiyal irritasyon belirtilerine sebep olmaktadir. Tipki
MSS toksisitesinde oldugu gibi pulmoner hasarin olugsmasinda da siddet ve
sure belirleyici olmaktadir. Bulgular asemptomatik bir latent periyodun
ardindan baglar; bu dénem basing arttikca kisalir (50). ilk belirtiler trakeal
irritasyon hissi seklindedir. Olayin ilerleyisi ile birlikte, retrosternal agri,

kontrol edilemeyen 6ksurik ve dispne ortaya cikar.

2 ATA'da 3-6 saat %100 oksijen solunmasi, pulmoner toksisite igin
yeterli olabilmektedir. Bu sekildeki uzun tedaviler ciddi dekompresyon
hastaligi ya da arteriyel gaz embolilerinde uygulanmaktadir. Bunun digindaki
rutin HBO tedavilerinde hava molalari koruyucu bir rol oynadigi gibi, solunum
fonksiyon testleriyle de hastayi gozlem olasidir. Vital kapasitede (VK) HBO
oncesine kiyasla %10'luk bir azalma pulmoner oksijen toksisitesinin
basladigina isaret eder. %10-20 arasindaki VK azalmalar revesibl, %20

Uzerindekiler geriye dénusumsiz degisiklik olarak kabul edilir (16).

3) Gorme uzerine toksik etkiler:  Miyopi, HBO tedavisinin en sik
gorulen yan etkilerinden biridir (51, 52, 53). Oksijen toksisitesinin vizuel
manifestasyonlari, oksijen dozu ve uygulama siresinin yani sira, tedaviye
alinan bireyin yasina ve bireyde duyarlihgl etkileyen faktorlerin dnceden

varolup olmadigina bagl olarak degismektedir (50).

Diyabetik ayak udlseri, kronik ostomiyelit gibi hastaliklari nedeniyle
uzun sure, her giin HBO tedavisine alinan hastalarin %20-40'inda, 6zellikle
50 yas Uzerindeki hastalarda 2-4 hafta sonra baslayan progresif miyopi
gelistigi, hipermetrop olanlarda ise kirma kusurunun hafifledigi bilinmektedir.
Tedavinin bitiminden itibaren genellikle 6 haftada, nadiren 6-12 ayda geri

13



donen bu degisikliklerin nedeni bilinmemekle birlikte, lensin icinde veya
metabolizmasinda geriye  donusumlt  degisikliklere  bagh  oldugu
dusundlmektedir. Miyopi ¢cok ender olarak kalici olabilmektedir (54, 55). Lens
metabolizmasinda degisiklik olabilecegi ihtimali, 6zellikle 50 yas Uzerindeki
ve erken evre katarakti bulunan hastalarda katarakt gelisimine kargi dikkatli
olmay gerektirir. Viztel fonksiyonlar agisindan dnemli olan, oksijenin retina
Uzerindeki vazokonstriktif etkisidir. Deneysel olarak sicanlarda olusturulabilen
bu etki literatiirde myastenia gravis’i olan ve tedavi amaciyla 5 ay boyunca 1
ATA’da %80 oksijen uygulanan bir hasta i¢in de bildirilmistir (56, 57, 58).

Oksijenin gozdeki toksik etkisi bakimindan esas énemli olan retrolental
fibroplazi ise, premattre yeni doganlarda arteriyel oksijen basincini normalin
Uzerine cikaran uygulamalar sonucunda gelisen 6zel bir patolojidir. Prematar
(30.haftadan o©nceki) dogum, dusik dogum agirhgr (<1500 gr), sepsis,
intraventrikiler hemoraji gibi problemlerin varligi retrolental fibroplazi riskini
artirir. Burada hentiz gelisimini tamamlamamig olan retina dolagiminin énce
vazokonstriksiyon ve bunu takiben retinal arter endotel hicrelerinin
destriksiyonu nedeniyle ve yaygin proliferasyonu ile vaskiler bir fibr6z doku
kitlesi olusmakta ve retinayi geriye dontusumstiz sekilde hasarlayarak kalici
korlige neden olmaktadir. E vitamininin retrolenal fibroplaziden korunmada

ve tedavisinde yararli oldugu bildirilmigtir (55).
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2.2.SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, cesitli patolojik streclerin gerek baslaticisi, gerek
ara basamaklarda ise karigabilen, gerekse sonucunda ortaya ¢ikabilen son
derece reaktif maddelerdir. Bunlar, organizmada normal aerobik solunum
sirasinda olusabildikleri gibi, hava kirliligi (azot oksitler, ozon, kukurt dioksit,
sigara dumani), cesitli entoksikasyonlar (karbon monoksit, alkol, insektisidler,
cesitli ilaclar), hemoraji, iskemi, radyoaktivite, allerji, enfeksiyon, yaslanma ve

stres gibi degisik bircok nedenle de ortaya ¢ikabilmektedirler (59,60,61).

2.2.1.KAVRAM OLARAK SERBEST RAD iKALLER

Bir atomun yapisini inceledigimizde, nétron ve protonlari iceren bir
cekirdek ile cevresinde donen elektronlardan olustugunu goruriz. Her
atomda degisik sayilarda elektron bulunmaktadir. Atomda mevcut elektronlar
orbita adi verilen uzaysal yoéringelerde ve cift sayida bulunurlar. Stabil
molekdiller, dig yoringelerinde bu sekilde, biri digerine zit yonde doénen,

elektron ciftleri bulundururlar (62).

Molekdullerin cogu bu sekilde cift elektronlu iken, az sayidaki molekdil
ise tek, yani eksik, elektronlu olabilmektedir (63).

Bu eksik elektronlu molekiller, karsilasabilecekleri herhangi bir
molekilden ya bir elektron alir, ya da o molekile bir elektron verirler; bu
Ozelliklerden dolayi cifttenmemis tek elektronlar ‘uyariimig’ elektronlar olarak
da adlandirilir (63). Yapilarinda bulundurduklari uyarilmis elektronlar
nedeniyle, kolayca elektron aligverisi yaparak etkilesime girdikleri
molekillerin yapisini bozan molekillere ‘serbest radikaller denmektedir.
Radikal olustuktan sonra tek elektronunu bagka bir molekile verebilir
(redUksiyon), baska bir molekilden elektron alip c¢ift hale gelebilir
(oksidasyon); ya da radikal olmayan bir yapiya eklenebilir; her durumda

sonucta nonradikal yapi radikal hale gelmektedir (64).
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Radikal yapilar, devamli olarak tek elektronlarina bir es aradiklarindan
dolayi, yukarida s6zu edilen reaksiyonlara girme egiliminde olup, dolayisiyla
son derece reaktif ancak ayni zamanda da kisa émurli bilesiklerdir. Canh
yapilarda yaygin olarak bulunan oksijen ise disg yoéringesinde iki adet
eslesmemis elektron icermesi nedeniyle bir ‘biradikal’ olarak da
nitelendirilebilmektedir ve organizmada gerceklesen kimyasal reaksiyonlarda
rol alan elementlerin basinda gelmesi nedeniyle bir serbest radikale
donismeye her zaman aday gorinmektedir. Molekiller oksijen Uzerindeki
degisiklikler ile meydana gelen ‘serbest oksijen radikalleri’ veya diger adiyla
‘reaktif oksijen turevleri’ serbest radikaller icerisinde karsimiza oldukca sik

ctkan bir sinifi olusturmaktadir (63).

2.2.2.REAKTIF OKSIJEN TUREVLERININ OLUSUMU

Oksijen molekuli tetravalan indirgenme (yani her iki oksijen
atomundan gelen dort eslesmemis elektronun da indirgenmesi) sirasinda
cesitli reaktif tlreviere kayabilmekte; bu tlrevier de biyolojik sistemlerde

hasara yol acabilmektedir (65).

Bu sekilde olusabilen baglica ROT, superoksit anyonu ('O, hidrojen
peroksit (H,O) ve hidroksil radikalidir (OH) (Sekil 2.1). Bu reaksiyonlar ile
olusabilecek radikallerin 6nune gecebilmek icin cesitli oksidatif enzimler
gelismigtir; bu enzimler reaktif oksijen tlrevlerinin yasayan organizmaya
zarar olusturabilecek miktarlarda olusmasini  engellerler. Hicresel
metabolizma sirasinda dar sinirlarda olusan ROT bu savunma sistemleri

yoluyla etkisiz hale getiriimektedir (65).

Dogal O, molekilinun, cevresindeki herhangi bir molekilden bir
elektron almasiyla superoksit molekuli olusur. Eglesmemis bir elektron
iceren superoksit battn radikaller gibi kararli hale gecmeye, yani eslesmemis
elektronundan kurtulmaya calisir. Siperoksit, bir serbest radikal oldugu halde
cok toksik degildir. Asil etkisini daha guclu reaktif oksijen metabolitlerinin
aciga cikmasina yol acarak gosterir. Dogal O, cevresindeki molekullerden 2
elektron aldiginda veya superoksit molekuliine bir elektron eklendiginde ise
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peroksit molekili olugur. Peroksit molekuliiniin 2 H* atomu ile birlesmesi

sonucunda da hidrojen peroksit (H,O2) meydana gelir (66).

Oksijen molekilinin yalnizca bir atomu bir H* iyonu ile birlesecek
olursa en reaktif, yani en toksik radikal olarak kabul edilen hidroksil radikali
(OH) meydana gelir. Stiperoksit ve ondan olusan hidrojen peroksitin hidroksil
radikalini meydana getirmesi, demir veya bakirin katalizledigi Haber-Weiss
reaksiyonuyla olur. Bu reaksiyon iki basamakhdir: Birinci basamak ferrik
(Fe*®) veya kuprik (Cu*) iyonlarin stiperoksit tarafindan rediiksiyonu, ikinci
basamak ise rediikte metal iyonlarinin (ferréz veya kupréz, Fe*? veya Cu*)
hidrojen peroksit ile reaksiyona girmeleri ve hidroksil radikalini olusturmasidir
(reaksiyonun bu ikinci basamagina Fenton tepkimesi de denir). Bu durumda

net Haber-Weiss reaksiyonu su sekilde gerceklesmis olur:
‘0O, + H,O, - OH+OH + O, (66)

Hidroksil radikali en kisa 6murli, ancak buna karsilik en reaktif serbest
oksijen radikalidir. Stiperoksit ile reaksiyona girerek singlet oksijeni (*O,)
meydana getirebilir; ancak bu reaksiyon hidroksil radikalinin organizmalardaki

asiri reaktivitesi nedeniyle genellikle olusmaya firsat bulamaz (66).

N - SOD CAT
el 05 | = (203 4 2H*) ———» O, +| HO, 7 0 + HO
\ 1\

SUPURUCULER TARAFINDAN
NOTRALIZASYON
VEYA ,— 2 GSH NADP*
RADIKAL TAMIRI
\\ GSH-Px ¥ GR
0, Fe3+ + OH-+ N> GSSG NADPH
+ H*
HABER - WEISS
REAKSIYONU
FENTON
REAKSIYONUY J
Fe 2+ - - VAN >

Sekil 2.1. Reaktif Oksijen Turevlerinin Olusumu
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2.2.3.SERBEST RADIKAL REAKS iYONLARI

Serbest radikal reaksiyonlari genel olarak nonenzimatik zincir
reaksiyonlardir. Radikaller, genellikle bu reaksiyon zincirlerinin bagslangic
basamak veya basamaklarinda olugsmaktadir. Sonraki basamaklarda bir
yandan yeni radikaller Gretilirken, diger taraftan serbest radikallerin sayisi
korunmaktadir. Son basamakta ise normal gsartlarda radikal yapinin

bozulmasi beklenir.

Fizyolojik serbest radikal reaksiyonlari: Normal sartlar altinda, canli
organizmada serbest radikaller kontrol altinda kaldiklari birtakim fizyolojik
olaylar sirasinda meydana gelmekte ve cesitli islevlerde 6nemli goérevler
almaktadir. Bu sekilde, serbest radikallerin (1) fagositozda, (2) trombosit
aktivitesinde, (3) elektron transport zincirinde, (4) 6énemli biyomolekillerin
sentez veya ylkiminda (arasidonik asit metabolizmasi, adrenokortikal hormon
sentezi, melanin ile ilgili fonksiyonlar vb.) ve (5) Ureme ve embriyo

gelisiminde fizyolojik roll bilinmektedir (67).

Lipid peroksidasyonu: Lipid peroksidasyonu olayi, biyolojik hasarla
karakterize radikal reaksiyonlardan en iyi bilineni olup agirhkh olarak
membran fosfolipidlerinin yag asiti yan zincirlerini ilgilendirir. Tim biyolojik
membranlar lipid peroksidasyonuna duyarldir. Peroksidasyona en duyarh
olan yapilar coklu doymamis (poliansatire) yag asitleridir. Hidrojen peroksit
ya da baska bir radikalden tireyen diger bir radikal, oksijen varhginda bir lipid
cift bagina ulasabilirse, kararsiz lipid peroksitleri ortaya cikmaktadir ve bir
zincir reaksiyonu baslamaktadir. Lipidlerin  otooksidasyonu, fizyolojik
sartlarda son derece yavas bir olay iken, patolojik durumlarda veya metal
iyonlarinin varhdinda c¢ok hizlanabilir. Tum bu reaksiyonlar organizmanin
savunma sistemlerinin kontrolt disina ¢ikarsa, ¢evrelerindeki molekullere de

sicrayarak hasar gormelerine yol acar (64).

Lipid peroksidasyonu reaksiyonlari sonucunda ortaya cikan lipid
hidroperoksitler yiiksek derecede toksik trlnler olusturabilir. Olusturduklar
drtnler arasinda en toksik olanlari aldehidlerdir, bunlarin en 6nemlisi ise

malonildialdehiddir (MDA). MDA, amino asit ve protein oksidasyonu ile ¢esitli
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capraz baglanmalar yoluyla zararl etkilere yol acarak, dogrudan peroksidatif
etkiye maruz kalmayan nonlipid yapidaki dokularin da hasar goérmesine
neden olabilmektedir (64).

Patolojik serbest radikal reaksiyonlari: Bunlar hicre icindeki kontrol
digsina c¢cikmig veya anormal serbest radikal reaksiyonlarini kapsar. Bu,
yukarida kisaca anlatilan fizyolojik serbest radikal reaksiyonlarinin
organizmanin antioksidan kapasitesini agsmasi yoluyla meydana gelebilecegi
gibi, bazi eksojen ajanlar ya da fiziki etkiler (iyonize radyasyon, ultraviyole,

bazi plastik implantlar) sonucunda da gelisebilir (Sekil 2.2) .

1.Hicre membrani ve organellerinin serbest radikal hasari: Lipid
peroksidasyonu tarafindan indiklenen hasarin esas hedefi biyolojik
membranlar ve hiicre i¢i organellerdir. Mitokondriyal ve mikrozomal
membranlarin ¢coklu doymamis yag asidi (poly unsaturated fatty acids, PUFA)
icerigi plazma membranina gbore daha fazladir, dolayisiyla da

peroksidasyona daha hassastirlar.

2.Protein ve enzimlerin serbest radikal hasari (pro tein
oksidasyonu): Proteinlerin membran bilesimine giren dnemli yapi tagslari
olmasindan dolayi, bu degisiklikler, serbest radikallerin etkisi sonucu gelisen

membran hasarinda énemli rol oynarlar.

3.Nukleik asitler ve bile senlerinin serbest radikal hasari:  Hidroksil
radikali basta olmak Uzere serbest radikaller, nikleik asit bazlarinin
modifikasyonu ve DNA serit kirllmasina neden olurlar, DNA polimerazi inhibe
ederler. Karsinogenez, hicre yaglanmasi ve hicre 6limine kadar giden
surecleri baglatip ilerletebilirler. Nukleik asitlerin tim elemanlari serbest
radikal hasarina aciktir ve olusan hasar 6zel tamir mekanizmalari ile

onarilabildigi gibi, kalici da olabilmektedir.

4.Karbonhidrat oksidasyonu: Diabet, kanser ve sigara icimi ile
birlikte olan kronik hastaliklarin  patogenezinde monosakkaridlerin
oksidasyonu ile meydana gelen oksialdehitlerin rol oynadigi distnulmektedir
(68).
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Sekil 2.2. Serbest radikallerin olusturdugu hticre hasari

2.3.ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Organizma, oksidatif harabiyeti 6nleyen, sinirlayan ya da kismen tamir
eden koruyucu mekanizmalara sahiptir. Memeli hicrelerinde oksidan
urinlere  karsi  korunma baslica UG¢ temel mekanizma iginde

gerceklesmektedir:
1.0Olusan radikallerin detoksifikasyonu
2.Radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi
3.Radikal olusumunun sinirlandiriimasi

Antioksidan, dusik konsantrasyonlarda, okside olabilecek bir
substratin oksidasyonunu geciktiren veya inhibe eden madde olarak
tanimlanmaktadir. Bunlar, ROT’larn cesitli biyomolekuller Gzerinde tahribat
yapmadan ©Once ortadan kaldirabilen veya oksidatif hasarin yayilmasini
engelleyen maddelerdir. insan vicudunun farkli organ, hiicre ve hiicre

organellerinde farkli ROT’lara karsi etkili, farkli antioksidanlar bulunur (65).
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2.3.1.INTRASELLULER ENZ IMATIK ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Hucrede olusan radikallerin detoksifikasyonu baglica enzimatik olarak
gerceklesir. Enzimatik antioksidanlar aktif merkezlerinde bakir, cinko,
mangan, demir, selenyum gibi metaller icerirler. Antioksidan savunmanin
onemli bir kesimini superoksit ve hidrojen peroksiti temizleyen 0zgin
enzimler olusturur. Bunlarin baglicalar olarak SOD, CAT ve GSH-Px
sayllabilir (Sekil 2.3.) (65).

SOD, superoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eden
bir metaloenzimdir: 20, + 2H" — SOD — H,0, + O,

insan viicudunda 3 farkli SOD enzimi vardir. Sitozolik SOD bir bakir-
cinko enzimidir. Diger bir CuzZnSOD vaskiler endotele baghdir ve
ekstraseliler SOD olarak adlandirilir. Mitokondrial SOD ise mangan (Mn)
icerir. BoOylece superoksitin potansiyel substratlarla reaksiyona girmesi
Onlenir ve daha toksik drtnlerin (OH' gibi) olusmasi 6nlenmis olur (69). Ayri
ve nonenzimatik bir antioksidan olarak seruloplazmin de ‘O ile reaksiyona

girebilir, ancak aktivitesi SOD’a gore ¢ok dusuktur (65).

CAT, konsantrasyonu degismekle birlikte butin hicre tiplerinde
bulunan bir enzimdir. Sitozolde ve daha c¢ok peroksizomlarda bulunur.
Ekstraselller mesafede ya ¢ok az bulunur ya da hi¢ bulunmaz. CAT, kendisi
radikal olmasa da en reaktif ROT olarak kabul edilen hidroksil radikalinin
oncusl olan, hidrojen peroksit molekillerinin suya reduksiyonunu sagladigi
icin Onemlidir. Hidrojen peroksiti, disik olusum hizlarinda peroksidatik
reaksiyonla, yuksek olusum hizlarinda ise katalitik reaksiyonla suya

donustirerek temizler:
Peroksidasyon: H,O, + AH, —» CAT - 2 H,O + A
Kataliz: H,O, + H,O, — CAT — 2 H,O + O,

GSH-Px de H;0.'yi katalitik reaksiyonla rediikte eder. Bu reaksiyonda
rediikte glutatyon (GSH) isleme girerek okside glutatyona (glutatyon disulfit;
GSSG) donusdr:

2 H,0, + 2GSH — GSH-Px — 2 H,O + GSSG  (70)
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Antioksidan etkinliginin devam edebilmesi igin okside glutatyonun
tekrar indirgenmesi gereklidir; bu iglem NADPH bagimh bir enzim olan

glutatyon rediktaz (GR) tarafindan yerine getirilir:
GSSG + NADPH + H" — GR — 2GSH + NADP”*

NADPH’'In rejenerasyonu icin ise glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-
PDH) enzimi gereklidir. Sonugta hicre i¢i savunmada GSH, GR ve G-6-
PDH’in da rolt vardir (64, 71, 72).

Goruliyor ki gerek CAT, gerekse GSH-Px hicre ici Hy0;
konsantrasyonunun dizenlenmesinde goérev alir. Dusuk duzeylerde GSH-Px
daha etkin iken, H,O, olusumunun arttigi durumlarda daha ¢ok CAT gorev
alir. CAT en cok peroksizomlarda, GSH-Px ise sitozol ve mitokondride
bulunur. Yeterli GSH seviyesinde, her iki enzimin de H,O,'yi redikte etme
hizlari hemen hemen aynidir (65). Bunlara ek olarak, GSH'ya dayall
antioksidan savunma yalnizca H,O, detoksifikasyonu ile sinirli degildir;
CAT’dan farkh olarak, GSH-Px hidroperoksitleri de redikte edebilir (72).

Organizmada hidroksil radikali miktarini kontrol eden enzim sistemleri
ise bulunmamaktadir. Kuvvetli okside edici potansiyeli nedeniyle hi¢ bir
enzim kendisi oksidatif harabiyete ugramadan bu urint detoksifiye edemez.
Bunun icin hicrelerde temel strateji SOD, CAT ve GSH-Px araciligiyla ‘O, ve
H.O.'yi detoksifiye ederek daha toksik Urdnlerin olusumunu 6nceden
onlemektir. Ekstraseliler alanda ise gerek ‘O;’, gerekse H,O, ¢cok siki kontrol
altinda degildir. Plazmada yalnizca ¢ok dusuk aktivitede CuZnSOD aktivitesi
vardir; ekstraseltler H,O2'nin dolagimdaki eritrositler tarafindan metabolize
edildigi kabul edilmektedir (63, 65).
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Sekil 2.3. Olugan cesitli ROT’lara kars! enzimatik savunma

2.3.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Dogal enzim sistemlerinin (SOD, CAT, GSH-Px, GR, sitokrom c
oksidaz, hidroperoksidaz) disinda antioksidan etki gosteren baska maddeler
de vardir. Bunlar bazi makromolekiller (seruloplazmin, transferrin,
hemoglobin, miyoglobin, ferritin), mikromolekiller (vitamin E, C ve A, Urik
asit, glutatyon, N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubiquinon, glukoz,
bilurubin) ve bazi ilaclar (rekombinant h-SOD, 21-aminosteroidler, demir
selatorleri, ksantin oksidaz inhibitérleri, mannitol, barbittratlar) olarak
Ozetlenebilir. Daha ¢ok htcre icinde etkili olan enzimatik antioksidanlara
karsilik, nonenzimatik antioksidanlar ekstraseliler mesafede de etkinlik
gosterir. Bu antioksidanlari, temel olarak yagda eriyenler ve suda eriyenler
olarak ikiye ayirabiliriz. Yagda eriyen antioksidanlar membranlarda ve
lipoproteinlerde, suda eriyenler ise daha cok ekstraselliler mesafe olmak
Uzere enzimatik antioksidanlar ile birlikte intraseliler mesafede de etkilidir
(65).
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Antioksidan savunmanin dnemli bir kesimini lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini kiran antioksidanlar olugturur. Bunlar, peroksi (ROO) ve
alkoksi (‘RO) radikaller ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyon
reaksiyonlarinin ilerlemesini 6nlerler. Bu savunma basglica E vitamini (alfa
tokoferol) tarafindan saglanir. Alfa tokoferol insanda en fazla bulunan yagda
¢cobziinen antioksidandir ve membranlar ile lipoproteinlerdeki zincir kirici
antioksidan kapasitenin buytk bir kismini meydana getirir. E vitamini, peroksi
radikali ile reaksiyona girerek onu radikal olmayan bir bilesik haline
donustarurken, kendisi radikal haline gelir. Reaksiyon bir peroksi radikali ile
tokoferoliin fenolik hidroksil grubunun, organik bir hidroperoksit ve tokoferil

radikali meydana getirmesi ile sonuclanir:
'‘ROO + Vit E-H — ROOH + Vit E

Tokoferil kararli ve reaktivitesi az olan bir radikaldir; askorbat (C
vitamini) veya tiyoller ile reaksiyona girerek elektronunu onlara transfer eder

ve kendisi redikte olur:
VitE+VitC — VitE + Vit C

Siklus, olusan Vit C’'nin (semiaskorbat radikali) semiaskorbat rediktaz
tarafindan indirgenmesi ile tamamlanir. Boylece, membranlarda zincirleme
radikal olusumuna neden olan peroksil radikali, interseliler mesafenin sivi

ortamina iletilmis ve membrandan uzaklastiriimig olur (73).

Antioksidan savunmanin diger bir kesimini de Haber-Weiss
reaksiyonlarini katalize eden metalleri baglayan bilesikler olusturur: Bunlar
baglica seruloplazmin, transferrin, haptoglobin ve albumin olup ekstraseluler
antioksidanlar olarak da adlandirilirlar. insanda plazma antioksidan
aktivitesinin buyidk kismi seruloplazmine baghdir. Seruloplazmin, demirin
transferrine  baglanmasini  kolaylastirarak ve ekstraseliler SOD gibi
davranarak etki gosterir. Transferrin  demiri, haptoglobin demir gibi
davranabilen serbest hemoglobini, aloumin ise bakiri baglayarak antioksidan
fonksiyon yapar. Bunlara ilave olarak, beta karoten de, 0Ozellikle diusuk

PaO,’'de fonksiyon gdsteren, lipofilik bir antioksidandir (63, 65).
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Gerek ROT’lar, gerekse antioksidanlar, hem Kklinik biyokimyada rutin
olarak kullanilamayacak, hem de klinik temelli antioksidan c¢aligmalarinin
yapilmasini engelleyecek kadar nonspesifiktirler. Ancak hastaliklarin biayuk
bir Kisminin patogenezi ve tedavisindeki 6nemi giderek artmaktadir. Sonucta
oksijen radikallerinin kantitatif olarak c¢alisiimasinin zor olmasi, cesitli
antioksidanlarin aktivite ve konsantrasyon oOlctimleri yoluyla oksidanlarla ilgili

dolayli olarak yorum yapilmasina neden olmaktadir (74).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.DENEY HAYVANLARI

Bu calisma, GATA Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun 21.11.2008 giin
ve 8/75 sayili onayi ile gergeklestirilmistir. Deney hayvani olarak 175-225 gr
agirhktaki 60 adet yetiskin ‘Sprague- Dawley’ turt sican kullaniimistir.
Hayvanlar GATA-Arastirma ve Gelistirme Merkezi Deney Hayvanlari
Bolumi’nden temin edilmis, calisma siresince ayni laboratuvar kosullarinda
tutulmus, ticari sican yemi ve normal musluk suyuyla beslenmislerdir. Cerrahi
protokoliin uygulanacagi ana dek hayvanlarin esit kosullarda bulunmasina

0zen gosterilmistir.

3.2.DENEY GRUPLARI

Her birinde 10’ar adet olmak Uzere “basit rastgele 6rnekleme” yontemi
ile sicanlar 6 gruba ayrilmigtir. Bu 10’arh gruplardaki 2’'ser hayvan ise kontrol
grubu olarak yedinci bir grup olusturmaktadir. Her calisma grubundaki 8
sican ise gunde birer kez ayni saatte olmak Uzere 2,8 ATA’lik uygulama
basincinda 90 dakika sureli HBO'ya maruz birakiimiglardir. HBO
uygulamalari, tipki klinik uygulamalarda oldugu gibi, birbirini glnlik olarak
takip eden 5 seans (Pazar gunu ilk seans, Persembe giini son seans olacak
sekilde) ve sonrasinda verilen 2’'ser gunlik aralarla yaratalmastar; yani her

bir 5 seanslik blok 1 haftalik bir calisma araligina yayiimigtir.
Deney gruplarinin ayrintili dagilimi agsagidaki sekilde olmustur:

1.Grup; 1 haftalik uygulama olarak 5 seans HBO alan grup (n=8)
2.Grup; 2 haftalik uygulama olarak 10 seans HBO alan grup (n=8)
3.Grup; 3 haftalik uygulama olarak 15 seans HBO alan grup (n=8)
4.Grup; 4 haftalik uygulama olarak 20 seans HBO alan grup (n=8)
5.Grup; 6 haftalik uygulama olarak 30 seans HBO alan grup (n=8)
6.Grup; 8 haftalik uygulama olarak 40 seans HBO alan grup (n=8)
7.Grup; HBO uygulanmayan grup (n=12)

26



3.3.HIPERBARIK OKSIJEN UYGULAMASI

Hiperbarik oksijen uygulamasi icin, T.S.K. 800 Ana Depo ve Fabrika
Komutanhginda (Etimesgut/Ankara) 6zel olarak tasarlanip imal edilen, capi
40 cm, uzunlugu 60 cm olan, krom, nikel ve gelik karigimi bir gbvdeye sahip
ve 6 ATA basinca dayanikhligi test edilmig silindirik bicimdeki yiksek basing
odas! (‘hyperbaric chamber’) kullanildi (Sekil 3.1). Bu basing odasinin
icerisindeki basing, Uzerindeki manometre ile devamli kontrol edilerek
gerektiginde gazin fazlasi otomatik olarak tahliye edilebilmektedir. Basing
odasina GATA-Biyomedikal Klinik Mduhendislik Merkezi-Tibbi Gazlar
Boliminden temin edilen ve yiksek basing altinda saf oksijen iceren tipler
yoluyla 1,5-2 It/dk akim hizinda (75, 76) oksijen girisi saglandi. Daha sonra
basing odasi kapatilarak i¢ basincin, uygulanacak degere kadar dakikada 0,2
atm basinci gegcmeyecek hizda yukselmesi saglandi (77).
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Sicanlar 8erli gruplar halinde HBO kabini igerisine yerlestirildikten
sonra, hayvanlarda orta kulak basing uyumsuzluguna bagh olusabilecek
agrih durumlara ve barotravmaya neden olmamak icin, uygulama basincina
7-10 dk icerisinde cikilmistir. 2,8 ATA’lIk uygulama basincina ulasildigi anda
basin¢ odasina giren ve c¢ikan oksijen miktari sabitlenerek sire tutulmaya
baslanmigtir. 90 dakikalik seans bitiminde, yine 10 dk’lik bir stre icerisinde
dekompresyon saglandi. Bu arada, hayvanlarin ventilasyonu sonucunda
ortamda birikebilecek CO;’ yi tutmasi icin, basing odasi icine belli oranlarda
sodyum hidroksit, kalsiyum-2-oksit ve kalsiyum hidroksitin karigimindan
olusan ‘soda lime’ olarak adlandirilan absorbe edici grantller konulmustur
(78).

3.4. AKCIGER DOKUSUNUN HAZIRLANMASI

Amacimiz kronik etkiyi ortaya c¢ikarmak oldugundan, her bir calisma
grubundaki hayvanlar son HBO seansindan ciktiktan sonra 24 saat sire ile
bekletildi. Bundan sonra ketamin-ksilazin kombinasyonu (20-40 mg/kg / 4-8
mg/kg) ile anesteziye alinan hayvanlarin akcigerler dokulari ¢ikarildi (79). Bu
amacla hayvanlar. kicik deney hayvanlari icin 6zel olarak yapilmig bir
disseksiyon masasina sirtusti yatirilarak doért ayagindan sabitlendi.
Disseksiyona baglamadan, hayvanlarin ayak parmaklari pens ile sikistirilarak
agri duyusunun tam olarak kaybolup kaybolmadigdi kontrol edildi. Bu islemde
sicandan herhangi bir tepki ainmadigi zaman anestezinin yeterli olduguna

karar verildi.

Bundan sonra gogus bosluklar acilarak dncelikle akcigerlerin ortaya
citkmasi saglandi. Enzimatik calismalarda doku icerisinde kalabilecek fazla
miktardaki kan nedeniyle homojenatta olusabilen hemolizi 6nlemek igin,
akcigerin mimkin oldugu nisbette kansiz olarak ¢ikariimasi gerekiyordu.
Bundan dolay! bir yandan vena cava inferiordan bir enjektér yardimiyla kan
alinirken, bir yandan da sag ventrikile ince uglu bir igne ile +4°C’de izotonik
NaCl (serum fizolojik; SF) verildi (80). Bu sekilde hem akciger icerisinde
dolasimda olan kanin SF ile yer degistirmesi saglandi, hem de sogutma
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yoluyla akciger metabolizmasi yavaslatiimis oldu. Akcigerlerin renginde gozle
gorulebilen solma ile beraber kan-SF degisiminin yeterli dizeyde oldugu
kanisina varilarak akcigerler cikarildi. Cikarllan akciger, yine soguk SF
icerisinde yikanarak digindaki kan artiklarindan arindirildi.  Onceden
etiketlenmis kapakh plastik ependorf tapleri icerisine konularak, islem

sonunda -80°C’de saklanmak Uzere, sivi azot tankina konuldu.

3.5.BIYOKIMYASAL ANAL iZLER

Olusan lipid peroksidasyonu dizeyinin tayini icin MDA, protein
karbonilasyonu dizeyinin tayini icin PCO, antioksidan cevabin derecesinin
belirlenmesi icin ise superoksit radikaline karsi olusan SOD ve hidrojen
peroksit ile savasan GSH-Px’in akciger dokusu dtzeylerinin dlcimua yapildi.
Bu tetkiklere ait sonuclari sayisal olarak ifade edebilmek icin, ek olarak doku

protein duzeyleri de hesaplandi.

3.5.1.AKCIGERLERIN HOMOJENIZASYONU

Tum bu tetkiklerden once, eldeki akciger dokularinin analizleri icin
hazir hale getirilmesi gerektiginden, dokular derin dondurucudan cikarilarak
coziinmesi saglandiktan sonra ‘fosfat tampon’ ile /g hacim oraninda
karigtirllarak Retsch marka “Mixer Mill MM 400" model homojenizator ile
homojenize edildi ve bir kismi MDA bakilmasi icin ayrildi. GSH-Px ve SOD
analizleri sirasiyla sUpernatan ve ekstrede bakildigindan, elde edilen
homojenatlarin  diger kismi, 700 devirde 10 dk santrifij edilerek
supernatanlar, sipernatanlarinda kloroform-etanol (3:5 oraninda) karisimi ile
santrifijlerinden ekstreleri elde edildi. Fosfat tampon (50 mM); distile sudaki
6,8 gr/l oranindaki KH,PO, ¢ozeltisi Gizerine pH 7,4 olana kadar yine distile

suda 7,1 gr/l oraninda ¢6zinmus Na;HPO, ilave edilerek hazirlandi.
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3.5.2.D0KU PROTEIN MIKTARININ OLCUMU

Lowry’nin tarif ettigi yontem kullaniimistir (81). Protein 6lgtimleri; MDA
ve PCO icin homojenatta, GSH-Px icin sipernatanda, SOD icin ise ekstrede
ayri ayri yapildi.

Protein Olcimi icin; kimyasal bilegikler olarak CuSO,, NasSitrat,
Na,CO3;, NaOH ve Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifleri kullanildi. Bunlar

asagidaki oranlarda hazirlanarak A, B, C ve D reaktifleri hazirlandi.

A reaktifi: 0,5 gr CuS0O4.5H,0 ve 1 gr NasSitrat (susuz) 100 ml distile
suda ¢ozildu.

B reaktifi: 20 gr Na,COg3 ve 4 g NaOH, 1 | distile suda ¢6zuldu.

C reaktifi: 50 ml B cotzeltisine, 1 ml A ¢ozeltisi ilave edildi. A ve B
reaktifleri hazirlandiktan sonra numune sayisina gore C reaktifi hemen taze

olarak hazirlanip bekletiimeden kullanildr.
D reaktifi: Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi

Her numuneden 10 ul, distile sudan 490 ul, C reaktifinden 2500 pl
alinarak 10 ml’lik cam taplere alindi ve 10 dk beklendi. Kor tipine ise
numune konulmayip distile su ilave edildi. Daha sonra bunlarin Gzerine 250
pl D reaktifi eklenerek vortekslendi. 20-30 dk oda isisinda inkiibe edilerek her
bir tipten 300 pl 96’hk bos ELISA plate’i kuyucuklarina pipetlenerek 700

nm’de kdre karsi okundu.
3.5.3.LIPID PEROKSIDASYONU DUZEYININ OLCUMU

Meydana gelen lipid peroksidasyonunun belirlenmesi icin MDA dl¢imi
yapilmistir (82). Bu amacla igin %10’luk triklorasetik asit (TCA) ve %0,675’lik
tiobarbitrik asit (TBA) kullanildi. Vidal kapakli 10 ml'lik deney tuplerine 2,5
ml %10’luk TCA ve bunun tzerine 0,5 ml numune (homojenat) ilave edilerek
3-5 sn vortekslendi. Tupun agzi kapatilarak 90C’de 15 dakika inktbe edildi.
Soguk cesme suyu ile sogutuldu. 3000 devirde 20 dk santiftij edildi. Bu

sekilde elde edilen stpernatanlardan 2 ml alinarak tzerlerine 1 ml %0,675’lik
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TBA eklendi ve tekrar vortekslendi. Tuplerin agzi kapatilarak yeniden
90C’de 15 dk inkube edildi. So guk cesme suyu ile sogutulduktan sonra 532
nm’de kére karsi okundu. Hesaplama, TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon
katsayisindan (1,56x105 cm™M™) yararlanilarak mmol/gr-protein cinsinden

MDA degerleri hesaplandi.

3.5.4.PROTEIN KARBON iL DUZEYININ OLCUMU

Protein karbonilasyonunu Levine ve arkadaslarinin (83) yontemi ile

tayin edildi. Yontemde asagidaki reaktifler kullanildi:
e 2 M HCI; 50 ml distile suya 8,28 ml HCI eklenerek hazirlandi

e 10 mM 2,4-Dinitrophenylhydrazine (2,4-DPH); 50 ml 2 M HCI
cOzeltisine 0,09907 gr 2,4-DPH eklenerek hazirlandi

*  %20'lik TCA,; 100 ml distile suya 20 gr TCA eklenerek hazirlandi
» Etanol-Etil Asetat (1:1); 150 ml etanol ile 150 ml etil asetat karigtirildi
e 100 mM NaOH; 100 ml ye 0,4 gr NaOH eklenerek hazirlandi

1,5 ml'lik ependorf tuplere 0,5 ml numune ve 0,5 ml TCA (%20)
konularak vortekslendi. Bunlar daha sonra 11000 devirde 10 dk santiftij edildi
ve elde edilen stpernatan dikkatlice dokuldu. Kalan tortunun tstiine, 2 M HCI
icinde 10 mM 2,4-DPH’dan 0,5 ml ilave edildi ve tekrar iyice vortekslendi.
Oda 1sisinda her 10-15 dk’da bir vortekslenerek 1 saat bekletildi. Ustiine 0,5
ml %20 TCA ilave edilerek vortekslendi ve 1000 devirde 3 dk santrifiij edilip
supernatan yeniden dokuldd. Kalan pellet tsttine (3 defa tekrarlanmak tzere)
1 ml etanol-etil asetat karisimi eklendi ve vortekslenip 10 dk beklendi.
Ardindan, 11000 devirde 3 dk santiflj edilip elde edilen sipernatan dokulda,
altaki pellet yine korundu. Bu tortunun tzerine 0,6 ml 100 mM NaOH eklendi
ve 15 dk 37°C'de calkalayicida ¢o6zildu. Ardindan, 11000 devirde 5 dk
santifuj ile ¢o6zuinmeyenler coktiruldi. Usteki  kisimlardan alinan

supernatanlar ELISA kuyucuklarina 250 pl olarak pipetlenerek ELISA
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okuyucuda 360 nm dalga boyunda okundu ve PCO asagidaki formul ile
hesaplandi:

[(Abs/22000) x 1000000 x dilisyon faktoru]/(protein mg/ml) = mmol/gr-protein
3.5.5.TOTAL SUPEROKSIT DISMUTAZ AKT iVITESININ OLCUMU

SOD aktivitesi, Sun ve arkadaglari tarafindan tanimlanan yontemle
Olculdu (84). Bu yontem spektrofotometride 560 nm’de mavi renkli formazon
olusumunun belirlenmesi ilkesine dayanir. Bunun icin ilk énce 0,3 mmol/l
ksantin, 0,6 mmol/l EDTA, 150 pmol/l NBT, 400 mmol/l Na,CO3 ve 1gr/l
bovine serum albumin (BSA) karigimindan olusan 6lcum reaktifi hazirlandi ve

koyu renkli cam bir sise icinde kullaniimak tizere depolandi.

Daha sonra ise, 0,8 mmol/l CuCl,, 2M (NH4)>.SO4 (Amonyum siilfat) ve
amonyum stlfat icinde 167 U/l ksantin oksidaz (XO) hazirlandi. Son olarak,
homojenatlar 3220 devirde +6C’'de 30 dk santiflij edilerek sUpernatanlari
elde edildi. Supernatanlar ile kloroform-etanol solusyonu cam tiplerde 1:1
oraninda karisgtirilarak vortekslendi ve 3220 devirde +4C’'de 40 d k santif(j
edilerek, elde edilen etanol fazindan cam tipler icine 50’ser pl konuldu.
Bunlarin Gzerine yine 1425 ul dl¢iim reaktifi ve 25 pl 167 U/l XO ilave edildi.
Kor tipune ise etanol fazi yerine distile su ilave edilerek, 25°C'de 20 dk
inkiilbe edildi. inkilbasyon sonunda her bir numuneden 200 pl ELISA
kuyucuklarina alinarak Uzerlerine 100 pl 0.08 mM/I CuCl, eklenerek
reaksiyon durduruldu ve distile suya karsl absorbans sifirlanarak kérden
baslanarak numuneler 560 nm’'de okundu. Bulunan absorbans degerleri
asagidaki formule konarak SOD aktivitesi hesaplandi:

[((K-N) / N) x D x 20] / E = U/gr-protein
Bu formulde: K, koriin absorbansi; N, numune absorbansi;

D, dilisyon miktari; E, ekstrakt protein miktari (g/ml)
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3.5.6.GLUTATYON PEROKS IDAZ AKT iVITESININ OLCUMU

GSH-Px enziminin aktivitesi, Paglia’nin tarif ettigi yontem ile
hesaplanmigtir (85). Yontemde, GSH-Px tamponu (pH 7, 50 mM fosfat
tamponu + 5 mM EDTA'll), 3,2 M (NH4)>SO4 (Amonyum Silfat), 150 mM
redukte glutatyon (GSH), 8 mM redikte NADPH, 1 M NaN3; (Sodyum Azid),
GSH-Rediktaz enzimi ve 2 mM H,O, kullanildi. Her numune igin, cam
tiplere asagidaki miktarlarda olmak Uzere, dokulardan elde edilen

supernatan ve kimyasal madde konularak 30 dk oda isisinda inkutbe edildi.

inkiibasyon sonunda her bir cam tiipteki numuneler 290 pl olmak lizere
ELISA kuyucuklarina pipetlenerek, tzerlerine 10 pl 2 mM H,0; ilave edildi ve
dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis ELISA okuyucuda numunelerin absorbans
degerleri 5 dk boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin oldugu
absorbans araliginin 1 dk’lik suresi esas alinarak hesap yapildi. Degerler

U/gr-protein olarak ifade edildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANAL iZLER

Once tim gruplar arasinda “Kruskal Wallis” testi ile varyans analizi
yapildiktan sonra, anlamh sonu¢ veren gruplarin ikiserli olarak
kargilastiriimalarinda denek sayisina uygun olarak nonparametrik bir yontem
olan ‘Mann Whitney U’ testi kullanildi. 0,05'in altindaki p degerleri

bulundugunda, sonu¢ anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada elde edilen rakamsal veriler ayrintili olarak ortalama ve
standart sapma degerleri seklinde Tablo 4.1 lzerinde bdélim sonunda
gosterilmistir. Bunun yaninda, 6lctlen her bir parametreye iliskin sonuclar
ortanca degerler ile veri dagiliminin izlenebildigi grafikler Gzerinde
irdelenecektir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4).

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa, calismamizda kullanilan
HBO prosedurunin ilk 3 haftasina tekabull eden 15 seanslik uygulamasi dahil
olmak Uzere, ne oksidan ne de antioksidan parametreler ile ilgili bir etki
gorulmemigtir. Ancak bundan sonraki ilk 6lgim noktamiz olan 20 seanslik
uygulama sonrasinda hem lipid peroksidasyonu, hem de protein oksidasyonu
yoninden anlamh artiglar izlenmistir. Ayni artis takip eden 30 ve 40 seanslik
prosedurlerde de ortaya ¢ikmis, hatta — istatistik olarak anlam kazanamasa
da — daha da belirginlesmistir.

Calismamizda olcimi yapilan antioksidan enzimlerden ise sadece
SOD aktivitesinde artis izlenebildi. Bu artis, MDA ve PCO duzeylerindeki
artisa eglik edecek sekilde 4 hafta / 20 seanslik HBO uygulamasindan
itibaren gorilmeye baglandi ve bundan sonraki daha uzun streli
prosedirlerde de devam etti. GSH-Px aktivitesinde ise hicbir uygulama

araliginda anlamli bir degisiklik izlenmedi.
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4.1.MALONILDIALDEHID DUZEYLERI

15 seanslik HBO uygulamasi dahil olmak lzere, ilk 3 haftalik donem
boyunca akciger dokusu lipid peroksidasyonu verilerinde kayda deger bir
degisiklige rastlanmadi. Ancak 4 haftalik uygulamanin yapildigi gruplardan
itibaren belirgin MDA artigi izlendi.
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Sekil 4.1. Tum gruplarda MDA duzeyleri

* Kontrol grubuna gére anlamli artis (p<0,01)
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4.2.KARBONILE PROTEIN DUZEYLERI

MDA'ya benzer sekilde, ilk 15 seans boyunca onemli bir degisiklik
gorulmeyen PCO duzeylerinde, 20 seanslik HBO uygulamalari ile birlikte
anlamh artiglar izlendi. Farkh olarak, 30 ve 40 seanslik uygulamalar
sonrasinda da devam eden bir artig egilimi varmig seklinde bir izlenim

uyansa da bu ilave artigin istatistiksel bir degeri bulunamadi.
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Sekil 4.2. Tum gruplarda PCO dizeyleri

* Kontrol grubuna goére anlamli artis (p<0,01)
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4.3.SUPEROKSIT DISMUTAZ AKT IVITELERI

Organizmanin 6nemli endojen antioksidan savunma enzimlerinden
olan SOD aktivitesinin, oksidatif stres gostergeleri olan MDA ve PCQO’ya eslik
ettigi goruldi. Buna gore 5, 10 ve 15 seanslik uygulamalar sonrasinda
Olgulen SOD aktivitesi kontrol duizeylerine yakin olarak sonug verirken, 20, 30
ve 40 seanslik uygulamalar sonrasinda anlamli dizeyde artmis olarak
bulundu. 40 seanslik HBO prosediri sonunda tim diger gruplara gore
oldukca daha yiiksek olarak izlenen SOD aktivitesinin bu durumu ise istatistik

olarak anlam kazanmadi.
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Sekil 4.3. Tum gruplarda SOD dizeyleri

* Kontrol grubuna gore anlamh artis (p<0,01)
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4.4.GLUTATYON PEROKSIDAZ AKT IVITELERI

Calismamizda O6lgcumi gerceklestirilen diger 3 parametreden farkli
olarak, GSH-Px aktivitesinde anlaml bir degisiklik izlenmedi. ilgin¢ olarak,
40.seanstan sonra bile hayvanlarin akciger dokularinda d&lgilen GSH-Px

aktivitesinin dagilimi kontrol grubundan adeta farksizdi.
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Sekil 4.4, Tum gruplarda GSH-Px duzeyleri
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Tablo 4.1. Tum gruplarda oksidatif ve antioksidan parametreler (Ortalama + Standart sapma)

Gruplar MDA (mmol/g-protein) PCO (mmol/g-protein)  SOD (U/g-protein) GSH-Px (U/g-protein)
Kontrol 0,50 +£0,17 0,66 + 0,17 76,10 £ 16,55 43,33 £18,18
5 Seans 0,40 +£0,18 0,81 +0,17 74,76 + 40,69 54,78 £9,25
10 Seans 0,51+0,31 0,60 +0,18 83,30 £42,78 45,11 +12,59
15 Seans 0,35+0,25 0,67 +0,17 90,22 + 20,35 43,01 +8,35
20 Seans 1,41 +0,50 * 0,94 +0,19 * 188,30 +21,77 * 49,63 + 10,83
30 Seans 1,34+0,72* 1,12+0,25 * 139,02 + 26,99 * 43,03 £12,22
40 Seans 1,16 +0,46 * 1,20+0,42 * 216,19 + 63,99 * 47,63 £8,21

* Kontrol grubuna gore p<0.05



5.TARTISMA

Son 40 yilin poptiler tedavi yaklasimlarindan olan ve bu poptlaritesi de
giderek artan HBO uygulamasi, halen dekompresyon hastalidi, hava ve gaz
embolisi, karbonmonoksit zehirlenmesi ve duman inhalasyonu durumlarinda
ana tedavi olarak uygulanmakta ve bu durumlarda hayat kurtarici rol
oynamaktadir. Ek olarak, iyilesmeyen ulserler, problemli yaralar, deri greft ve
flepleri, ezilmeler, kompartman sendromu ve akut travmatik iskemiler, gazh
gangren/klostridial infeksiyonlar, nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlari,
yaniklar gibi akut durumlar ile beraber, radyasyon doku hasari ve inatci
kronik osteomyelit gibi kronik endikasyonlarda da kullanilan bir tedavi

yontemidir (86).

Temel etki mekanizmasi olarak goOsterilen ‘mekanik’ ve ‘oksijen
¢Ozunarlgunu artiner’ etkisinin yaninda, HBO tedavisinin bazi ikincil etkileri
de rapor edilmektedir. Bunlar I6kositlerin savunma kapasitesinin artiriimasi,
|6kositlerin  damar duvarina yapisma 0zelliginin azaltiimasi, fibroblast
blyumesi ve kollajen dretiminin artirilmasi, antioksidan SOD enzimi
yapiminin uyariimasi, hicrede ATP’nin korunmasi, osteoklast aktivitesinin
artirlmasi, kapiller proliferasyonun artirimasi seklinde siralanabilecek
etkilerdir (19).

HBO’nun tedavi edici etkisi tzerine pek ¢ok bilimsel calisma vardir.
Bunlara carpici birka¢c 6rnek vermek gerekirse, Jiang ve Tyssebotn adli
arastirmacilarin gerceklestirdigi bir deneysel calisma dizisinde, sol karotid
arteri tikali bilinci agik siganlara uygulanan CO zehirlenmesi modelinde
HBO’nun noérolojik morbidite ve mortaliteyi 6nemli 6lcide azalttigi
gosterilmistir (87,88). Diger bir calismada, Zamboni ve arkadaslari, sican
gracilis kasinin iskemik modelinde 4 saatlik iskemi grubunda, iskemiyi takip
eden reperfizyon déneminin baslangi¢c vazodilatasyonunu 1.saatte siddetli
bir vazokonstriksiyon izlemigtir. Bu calismanin iskemi sirasinda ya da
sonrasinda HBO uygulanmis gruplarinda 3 saatlik reperflizyon periyodu
boyunca herhangi bir  vazokonstriksiyon olmamis, baslangic
vazodilatasyonunun korundugu gozlenmistir (89).
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Ote yandan, bunun gibi olumlu sonuglarin yaninda HBO
uygulamasinin, toksik etkiler de gOsterebildigi bilinmektedir. Yapilan
calismalar HBO uygulamasinin ROT olusumunu artirdigini géstermistir; 2
ATA basing altinda bile ROT Uretiminin arttigi ve buna bagli oksidatif strese
neden olabildigi goralmustir (90). Mevcut HBO uygulamalari ise genel olarak
2 ATA basing Uzerinde yapiimaktadir. Gulhane Askeri Tip Akademisi
Fizyoloji Anabilim Dal’'nda daha 6nce yapilmis bir tez calismasinda (91),
HBO kaynakli oksidatif stres konusu irdelenmis ve sonuc¢ta HBO tedavisinin
ust siniri olan 3 ATA’da 2 saatlik uygulamanin dnemli 6lgiide oksidatif stres
ile sonuclandigi (92), bu sekildeki akut uygulama yerine daha dusuk
sure/basing altindaki seanslarla kronik dénem uygulamalarda oksidatif etkinin
derecesinde 6nemli 6lcide azalma géruldaga (93) ve HBO’nun bu oksidatif
etkisinden ise maruz kalinan yuksek basingtan ¢ok saf oksijen solunumunun
sorumlu oldugu ortaya konmustur (94). Bu bulgular tzerine gerceklestirilmis
devam calismalarinda ise akut HBO uygulamasina bagli olarak ortaya ¢ikan
oksidatif stresin ciddi 6lctide uygulama basincina (6) ve siresine (7,8) bagli

ve dogru orantili oldugu gorilmustar.

Tdm bunlarin yaninda, yer yer aksi yonde goris bildirmis arastirmacilar
da vardir; 6rnegin, Jamieson (1), HBO uygulanan (%100 O,; 4,5-6 ATA;
30 dk) farelerde akciger ve beyin dokularinda lipid peroksidasyonu
gorulmedigini rapor etmigtir. Noda ve McGeer (95) ise HBO uygulamasindan
hemen sonra lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede (%22) arttigini,
ancak bu artigin gegici bir durum oldugunu ve HBO*'dan 3 saat sonra yapilan
Olcimlerde, MDA duzeylerinin eski seviyesine dondugunu gostermiglerdir.
Benzer sekilde, bolumimuizde daha once yapilmis calismalarda HBO
kaynakli oksidatif stresin sicanlarin gerek beyin dokusunda (96) gerekse
akcigerinde (97) en gec¢ uygulama sonrasindaki 1,5 saat icinde ortadan

kalktigr goéralmastar.

HBO kaynakli oksidatif stres konusunun bir de paradoksal boyutu
vardir: HBO uygulamasi ile bir yandan saf oksijen maruziyeti ile birincil olarak
etkilenen organlar olan akciger ve beyinde oksidatif stres olugsturmakta iken,

diger yandan birtakim patolojik surecler sonunda ortaya cikmis oksidatif
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stresin baskilanabildigi gortlmektedir. Literatlr, oksidatif stres artigi ile
seyreden bir¢ok farkli patolojik durumda, s6zgelimi sistit (98), pankreatit (99),
sepsis (100), nefrit (101), kolit (102) gibi inflamatuar sireclerde, HBO’nun
faydall etkiler gosterebildigine dair 6rnekler ¢oktur. Bundan dolayi, HBO ve
oksidatif stres konulu bilimsel arastirmalar incelenirken, konunun hem

fizyolojik hem de patolojik yonlerden degerlendiriimesi 6énemlidir.

Bu zamana kadar HBO ile ilgili yapilan arastirmalar ve edinilmis
tecriibeler, bu tedavi yoénteminin dekompresyon hastaligi, CO zehirlenmesi
gibi bazi patolojik durumlar basta olmak Uzere, birgcok farkli durumda da
yararli etkilerinin oldugunu gostermesi, tedavide kullaniminin gerekli ve hatta
yer yer zorunlu oldugu kabulini yerlestirmigtir. Bu sekilde, dnemli bir tedavi
seceneg@i oldugu genel kabul géren HBO’nun blnyesinde oksidatif stres
potansiyelini barindirmasi ise uygulama sirasinda birtakim antioksidan
maddelerin verilerek olasi oksidatif hasari 6nleme yonunde calismalarin
yapillmasina neden olmustur. Bu amagla yapilmis arastirmalarda riboflavin,
selenyum, E ve C vitaminleri ve melatonin gibi antioksidan 06zellikli
maddelerin HBO ile birlikte uygulandiginda lipid peroksidasyonu ve oksidatif
hasar azalttigina dair sonuclar elde edilmistir (77,79,103-105).

Yukarida ornekleri verilen ve HBO sonrasinda oksidatif stresin artmis
olarak bulundugunu bildiren arastirmalarin hemen hepsi tek seanslik
uygulamalar sonrasinda ve basin¢ odasindan cikar ¢cikmaz yapilan tetkikleri
kapsamaktadir. Oysa ki klinik kullanimi yonuyle ele alindiginda, HBO’nun bu
sekildeki tek seanslik uygulamalari ¢ok nadirdir. Bazen 5, ¢cogu kez 10-20,
yer yer ise bundan daha fazla sayida seansi kapsayan uygulama
prosediirleri s6z konusudur. iste bu tez calismasinda da, saglikli deney
hayvanlarina uzun bir doneme yayilmig suregte uygulanan HBO’nun olasi
oksidatif stres tetikleme yonundeki etkilerini irdelemeyi amacladik. Daha dnce
yine GATA'da, gorece uzun dénem olarak uygulanan HBO kaynakli oksidatif
strese karsl antioksidan olarak verilen melatoninin etkilerinin arastirildig: bir
calisma gerceklestirilmisti (106). Bu arastirmada 2,5 ATA’'da gunlik 1'er
saatlik ve toplam 10 gin boyunca uygulanan HBO sonucu oksidatif stres

verileri olarak MDA ve PCO’da anlamh artis izlenmis, antioksidan
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enzimlerden SOD de bu artisa eglik etmis olarak bulunmustur. Ancak, yine
ayni arastirmada dikkat edilmesi gereken O©Onemli bir nokta deney
hayvanlarindan doku 6érneklerinin hemen 10’'uncu seansin bitiminde alinmig
olmasidir. Dolayisiyla bu calismada HBO kaynakli oksidatif stres yonitinden
10’'uncu uygulamanin akut etkisinin toplamdaki 10 seanslik uzun dénem etki
ile karigmis olabilir. Bu sekildeki olasi bir interferanstan kacinmak igin,
arastirma planlamamizda hedeflenen seans sayisina ulaginca doku
orneklerinin basing odasindan c¢ikar cikmaz degil de, sanki bir seans daha
uygulanacakmis gibi, yani 24 saat bekletildikten sonra, alinmasina 6nem
verdik.

Calismamizda oksidatif stres goéstergeleri olan MDA ve PCO ile
antioksidan sistemde goérev alan enzimler olan SOD ve GSH-Px'in akciger
dokusundaki aktivitelerini 6lgtiik. Bu parametreleri tetkik etmek amaciyla
akciger dokusunu belirlemis olmamizin nedeni, HBO uygulamasi sirasinda
saf oksijene dogrudan maruz kalan ilk doku olarak en 6nde gelen hedef
organi teskil etmesiydi. Calismanin gérece daha kisa donem HBO
uygulamalarindan olugsan 5, 10 ve 15 seanslik gruplarda, Olcimuni
gerceklestirdigimiz  parametrelerin  hicbiri  normal degerlerden farkli
bulunmadi. Ancak bundan sonraki ilk asama olan 20 seanslik HBO
uygulamasi sonrasinda gerek lipid peroksidasyonu gerekse protein
oksidasyonu yonunden anlamli bir yikselme ortaya ciktli. Antioksidan SOD
enzimi aktivitesi de bu oksidatif stres goOstergelerine paralel olarak artmis
bulundu. Takip eden 30 ve 40 seanslik uygulamalar ile de bu tablo degismedi
ve hepsinde de yiksek MDA, PCO ve SOD duzeyleri sebat etti.

Esasen, yaygin kullanimi 40 yili bulmus olmasina ragmen, dogrudan
HBO uygulamasina bagl olarak rapor edilmis ciddi toksisite olaylar
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, HBO tedavisinin oksidan-antioksidan
parametreler Uzerine etkilerini kapsamli bir sekilde ortaya koyan klinik
calisma sayisi da cok azdir. Benedetti ve ark., iskemik sireclere bagli
birtakim sebeplerde dolayr HBO tedavisi alan 12 hastanin 15 seans
sonrasindaki kan oOrneklerinde yaptiklari tetkiklerde ilk seans sonrasi

degerlerine gére MDA duzeylerinde artis ve SOD aktivitesinde azalma rapor
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etmektedir (107). Diger yandan, yine hipoksi kokenli bazi rahatsizliklardan
dolay1 GATA'daki 15 hastalik bir gruba uygulanan 20 seans HBO sonrasinda
ise bu defa ne MDA, ne de SOD ve GSH-Px duzeylerinde anlamli bir
degisiklik bulunamamistir (108). Tek seans olarak 2,4 ATA'da 19 saglikli
bireye uygulanan HBO prosedirinde ise, Bader ve ark., kan antioksidan
kapasitesinde azalma ve lipid peroksidasyonunda artig bildirmistir (109, 110).
Gorulayor ki, HBO kaynakh oksidatif stres tzerine gerceklestiriimis bu az
sayidaki insan calismasinda da birbiriyle celisir tarzda sonuclar rapor

edilmektedir.

Bu konuda, yine saglikli gonulli denekler Gzerinde baslayip daha sonra
hicre kultiri ortaminda devam eden bir Alman arastirma grubunun
calismalari ise dikkate degerdir. Buna gore, HBO’ya maruz birakilan
gonullilerden alinan kan Orneklerinden izole edilen Iokositlerde gorilen
oksidatif DNA hasari takip eden seanslardan sonra bir daha goérilememistir
(111). Ayrica, ilk HBO seansindan sonra gérilen DNA zincir kopmalarinin
hizla tamir edildigini ve 24 saat sonrasinda béyle bir etkinin artik izlenmedigi
de bildiriimigtir (112). Ekibin bundan sonra devam eden arastirmalari
sonucunda, ilk HBO maruziyeti sonucunda birtakim adaptif mekanizmalarin
harakete gectigi, antioksidan mekanizmalarin uyarildigi ve bu sekilde sonraki
HBO uygulamalarinin oksidatif etkisinden korunduguna dair bir c¢ikarima
varilmistir  (113,114). Daha ilging olarak, yaptiklari hicre kaltirG
calismalarinda, HBO’nun bu adaptif koruyucu mekanizmalari harekete
gecirici etkisinin sadece devam eden HBO maruziyetlerine kargi degil, farkli
okside edici ajanlara karsi da ortaya cikabildigini gostermislerdir (115). Bizim
calismamizin belki de en 6nemli yoni, bu aragtirma dizisi ile ortaya konan
adaptif koruyucu mekanizmalarin, 15-20 seans araliginda ortaya ¢ikan bir
kirllma noktasindan itibaren aksayabilecegini gdstermis olmasidir. Buna
gore, ilk 15 uygulama boyunca hicbir oksidatif stres parametresi yoninden
anlamh bir etkisi goérilmeyen HBO 20.seanstan sonra belirgin bir oksidatif

strese neden olmusgtur.

Rutin klinik uygulamalarda HBO tedavisine alinan hastalara antioksidan

E ve C vitamini verilmesi yaygin bir aliskanlktir. Bu gibi antioksidanlarin HBO
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kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu olabildigi deneysel calismalarda
rapor edilmis olmakla birlikte, yukarida 6rnekleri verilen, az sayidaki insan
calismasinda ciddi bir etkinlikleri go6sterilememistir (109, 110). HBO
uygulamasi sonucunda birincil olarak artan ROT olan siperoksit radikaline
kargl savasim veren SOD’nin bir analogu ile yine saghkh gondlliler tGzerinde
yapilan bir arastirmada ise daha basarili sonuglar alinmigtir. Buna gore, 60
dakikalik tek bir seans icin 2,5 ATA’da HBO’ya maruz birakilan 20 kisinin
kaninda izlenen oksidatif DNA hasarinin SOD analogunu kullananlarda
kullanmayanlara gore anlamli olarak daha az ortaya c¢iktigi goralmustur
(116). Dikkate alinmasi gereken 6nemli bir nokta, gerek vitamin E ve C ile
yapilan gerekse SOD analogu kullanilan bu insan calismalarinin her ikisinin
de tek seanslik HBO uygulamalarini kapsamasidir. Bizim arastirmamizda
kullandigimiz HBO proseduriine karsilik gelebilecek uygun bir klinik ¢calisma
iIse bulunmamaktadir ve arastirmamizin sonuglari 6zellikle 15 ve uzerinde
seanslar seklinde HBO tedavisine alinacak hastalar icin etkili bir antioksidan

profilaksinin uygun olacagini disindurmektedir.

Arastirmamizda 6lgcimind gerceklestirdigimiz dérdinci bir parametre
ise endojen antioksidan savunma reaksiyonlari sirasinda SOD’dan bir
sonraki basamakta ise karisan ve olusan hidrojen peroksiti ortadan
kaldirmaya yarayan GSH-Px aktivitesidir. Calismamizda GSH-Px aktivitesi
yonunden bir degisiklik izlenmedi. ik bakista SOD aktivitesi sonugclari ile
celisir gibi gorinen bu durum, Onceki calismalarda elde edilen paralel
bulgular ile karsilastirildiginda normal karsilanabilmektedir. HBO’nun
oksidatif mekanizmalari ne sekilde etkiledigi Gzerine yapiimis belki de en
kapsamli calismada, Harabin ve ark., sican ve kobaylara 2,8 ATA basing
altinda HBO uygulamis ve akciger SOD aktivitesinde artis, beyin ve akciger
dokulari CAT ve GSH-Px aktivitelerinde ise azalma rapor etmislerdir (2).
Tipki Harabin’in bu calismasi gibi tek seanslik HBO uygulamasina dayanan
cogu deneysel calismada bir GSH-Px aktivite artigi bildirilmistir (7, 97). Ancak
HBO’nun uzun doneme yayillmig bir prosedire dayanarak uygulandigi
deneysel (106) ve klinik (107) calismalarda GSH-Px diuzeylerinin degismedigi

seklinde bulgular elde edilmistir. Hidrojen peroksite karsi savunmada gorev
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alan CAT enziminin ¢calismamizda dl¢ilmemis olmasi bu yonden bir eksiklik
olusturmakta ve daha ileri yorum yapmamizi engellemektedir. Yine de
calismamizda, 6lculen diger antioksidan enzim olan SOD aktivitesinin anlamli
artis duzeyleri ile MDA ve PCO’ nun da bu artisa eslik etmesi, GSH-Px
aktivitesinin ise artmamis olsa da normal dizeylerinin de altina digsmemis
olmasi, organizmanin antioksidan savunma sistemlerinin mevcut stres ile bas
etme derecesinin yeterli ve yerinde oldugu izlenimi vermektedir. Clnku ciddi
bir oksidatif stres varliginda cok yiksek MDA ve PCO gibi oksidasyon
drtnlerinin yaninda, aktiviteleri ileri derecede baskilanmig antioksidan enzim

duzeyleri beklenirdi.

Arastirmamizin sonuglarini bir kez daha toplu halde gbézden gecirmemiz
gerekirse, sican akcigerinde yaptigimiz tetkiklere gére; uzun dénem HBO
uygulamalari sirasinda en azindan ilk 15 seanslik sire boyunca, oksidatif
strese karsi organizmanin ileri derecede bir uyumunun varligindan sb6z
edilebilmekteyiz. Ancak 20 seansi asan HBO uygulamalariyla birlikte
sicanlarin akcigerinde belirgin bir oksidatif stres izlenmis olup antioksidan
SOD enzim aktivitesinin bu artisa paralel sekilde yiikselmis bulunmasi; GSH-
Px aktivitesinin de normal sinirlari igerisinde kalmaya devam etmesi
nedeniyle, bu oksidatif stresin endojen antioksidan savunma

mekanizmalarinin kapasitesini cok zorlamadigi diigtincesi olusmustur.
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6.SONUC VE ONERILER

Klinik uygulamalara benzer sekilde tasarlanan ve uzun doneme
yayllmis olarak sicanlara uygulanan gunlik 1,5 saatlik 2,8 ATA basinctaki
HBO, en 6nemli hedef organi olan akciger dokusunda yapilan tetkiklere
gore, oksidatif stres yonunden, ilk 15 seans boyunca goérece guvenli bir
tedavi modalitesi gibi izlenmektedir. Tedavi prosedirtnin bundan daha uzun
olarak uygulandigi durumlarda ise hem lipid peroksidasyonu hem de protein
oksidasyonu yonuyle artan bir oksidatif stres varligindan s6z etmek

mumkudnddr.

Bu oksidatif stres, her ne kadar vicudun antioksidan savunma
sistemlerini agsmayan sinirlarda kalmig gibi goriinse de, 15 seansin Gzerinde
planlanmis olan HBO uygulamalari icin artmis olan oksidatif stres etkisini
azaltmak amaciyla eksojen yoldan antioksidan takviyesinin uygun olabilecegi
degerlendirilebilir. Bu amacla ise, yillardir kullanihyor olmakla birlikte E ve C
vitamini desteginin ¢cok da etkin olmadigi izlenmektedir (109, 110). Bunun
yerine, insanlar Uzerinde etkinligi daha 6énce gosterilmis, SOD analoglarinin
(116), ya da gerek tek seans (105, 117, 118), gerekse c¢ok seansli (106)
uygulamalarda deneysel olarak etkinligi gosterilmis ve insanlarda higbir yan
etkisinin olmadi§i bilinen melatoninin kullanima sokulmasi onerilebilir. Ote
yandan 15 seans sonrasi birka¢ haftalik tedavi molalarinin da verilmesi klinik
acidan oksidatif strese maruz kalma olasiligini elbette azaltacagdi apaciktir.
Bununla birlikte, bu tir yaklagimlarin daha fazla ve ozellikle klinik sartlarda
elde edilen, veri ile desteklenmesi gerekmektedir.

Ayrica bu calismanin, akciger disinda, hiperoksik kosullarin tasiyici
dokusu olan kan (6zellikle eritrositler) ve yuksek parsiyel oksijen basincina
bagh toksik reaksiyonlarin diger bir 6nemli hedefi olan merkezi sinir sistemini
(s6zgelimi beyin korteksi ya da diger beyin bdélumlerini) de icine alacak
sekilde genigletilmesi, hiperbarik oksijen tedavisi modaliteleri olusumuna
onemli bir katki saglayacaktir. Calismada 6lcimu yapilan parametrelerin
yaninda, GSH-Px ile ayni paralelde goérev yapan, CAT aktivitesine de
bakilmasi ve GSH dongusunin diger bilesenlerinin de analize dahil edilmesi
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konuya cok daha genis bir bakis acisi kazandiracaktir. Ancak daha 6énemli
olan, bu konuda eksikligi ciddi sekilde hissedilen, klinik ¢calismalar tGzerinde

yogunlasiimasidir.
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