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OZET

RATLARDA DENEYSEL ALT EKSTREMITE iSKEMi -REPERFUZYON
MODELINDE OZON TEDAVISINIiN ANTIOKSIDAN
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Amagc: Bu ¢alismanin amaci, ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi
reperfiizyon hasarinin lokal ve sistemik etkileri iizerine ozon tedavisinin antioksidan

etkinligini arastirmaktir.

Materyal ve Metod: Agirliklari1 200-300 gram arasinda degisen, toplam 24 adet Sprague-
Dawley cinsi rat, esit sayida (n = 8) ve rastgele olarak 3 deney grubuna ayrildi. Kontrol
grubunda sadece anestezi uygulandi. iskemi-reperfiizyon (IR+SF) ve ozon gruplarinda
sag alt ekstremiteye turnike ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi. Ozon
grubunda turnikenin agilmasiyla birlikte reperfiizyon sirasinda 0.5mg\ kg ozon\ oksijen
karisimi  IP olarak uygulandi. I/R +SF ve ozon gruplarinda reperfiizyon déneminin
sonunda, kontrol grubunda ise aym siire tamamlandiktan sonra, tiim ratlardan
intrakardiak 4-5cc kan, akciger, sag gastroknemius kasi, karaciger, kalp, bobrek doku
ornekleri almarak sakrifiye edildi. Doku gruplarinda biyokimyasal yontemlerle
malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ve siiperoksit Dismutaz
(SOD), katalaz (KAT), miyeloperoksidaz (MPO), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitesi calisildi. Serum da ise MDA, total siilfidril (total —SH) duzeyleri ve SOD,
KAT, GSH- Px aktivitesi ol¢tldii.

Bulgular: IR+SF grubunda plazma ve doku gruplarinda MDA diizeyi kontrol grubundaki
degerlere gore anlamli artmis olarak bulundu (p<0.05). Ozon grubunda ise MDA diizeyi
plazma ve bdbrek dokusu hari¢ diger dokularda IR+SF grubuna gore anlamli azaldig
(p<0.05) tespit edildi. Doku gruplar1 SOD aktivitesi degerlendirilmesinde IR+SF grubuna
gére ozon grubunda anlamli azalma (p<0.05) tespit edildi. Doku gruplar1t KAT enzim
aktivitesinde kontrol, IR+SF ve ozon gruplar arasinda anlamli fark tespit edilemedi
(p>0.05). KC, kalp, bobrek ve gastroknemius kas dokusunun ozon grubunda glutatyon
diizeyi IR+SF grubuna gore anlamli artmis oldugu  (p<0.05) saptandi. KC ve

gastroknemius kas dokusunun ozon grubunda MPO duzeyi IR+SF grubuna gore anlamli

xii



azaldigi (p<0.05) tespit edildi. GSH-Px aktivitesi , KC ve kalp dokularinin ozon
grubunda IR+SF grubuna gore anlamli artt1g1 (p<0.05) saptandi.

Sonug¢: Bu ¢alismanin sonuglarina dayanarak, alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarina
bagli lokal ve sistemik etkilerin azaltilmasinda ozon tedavisinin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Ancak Ozon tedavisinin yararli etkilerinin hangi mekanizmalar ile
olustugu ve bu tedavinin etkin olmasi i¢in uygun dozun ayarlanabilmesi i¢in yeni

deneysel ve klinik ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler :iskemi reperfiizyon hasari;0zon tedavisi;rat;antioksidan
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ABSTRACT

ANTIOXIDANT EFFECT OF OZONE THERAPY

ON EXPERIMENTAL LOWER EXTREMITY ISCHEMIA

REPERFUSION INJURY IN RATS.

Objective
The aim of this study was to examine the antioxidant effect of ozone therapy on local
and systemic effects in experimental rat model of ischemia-reperfusion injury on lower

extremity.

Material-Method

24 Female Sprague-Dawley rats, averaging 200-250 gm, in weight were used in this
study. The rats were divided randomly into three equal (n:8) groups. Anesthesia was
performed in the control group. Two hours reperfusion was carried out after four hours of
right lower extremity ischemia using an established tourniquet model of limb ischemia in
ischemia-reperfusion+ serum physiologic solution group (IR+SF) and ozone group. 0.5
mg\kg ozone\oxygen mixture was given by intraperitonealy during reperfusion period in
ozone group. At the end of the reperfusion period, all rats were sacrificed after blood and
right gastrocnemius muscle, lung and liver, kidney and myokard tissue were harvested for
biochemical examinations. Malondialdehit (MDA) and reduced glutathione (GSH) levels,
myeloperoxidase (MPO), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities were studied with biochemical methods. The levels of

MDA and total sulthydryl, activities of GSH-Px, KAT, SOD were studied in serum.

Results

Plasma and tissue groups MDA levels were increased in IR+SF group as
compared with control group (p<0.05). Liver, miyokard, lung and gastrocnemius muscle
MDA levels were decreased in ozone group as compared with IR+SF group (p<0.05).
Evaluation of the tissue activities of SOD in ozone group were significantly lower than
the activities in IR+SF group (p<0.05). Tissue and plasma activities of CAT enzyme of

control, IR+SF and ozone groups were compared, there was no found statisticaly

Xiv



significant difference (p>0.05). Liver, miyokard, kidney, gastrocnemius muscle glutatyon
levels of ozone group were increased significantly as compared with IR+SF group (
p>0.05). Liver and gastrocnemius muscle MPO levels were decreased significantly in
ozone group as compared with IR+SF group (p<0.05). The GSH-Px activity of liver and
miyokard tissue in ozone group were significantly higher than the activities in IR+SF
group (p<0.05).
Conclusion

The results of this study indicate that ozone therapy has protective effects on local and
systemic damage of  ischemia/reperfusion injury of lower extremity. Further
experimental and clinical studies related to the mechanisms of action of ozone therapy

are needed.

Key words: Ischemia-reperfusion injury;antioxidant; ozone; rats.
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1. GIRIS VE AMAC

Iskelet kasindaki iskemi, akut ve kronik olmak uzere ikiye ayrilir, alt ekstremite
iskelet kasi iskemisi; aort cerrahisinde abdominal aortaya gecici siire kros-klemp
uygulanmas1 sonrasinda, tek veya ¢ift tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda,

travmada, damar tikaniklig1 ve tromboembolik olaylarda goriiliir (1).

Iskelet kasinda, iskemi sonrasi reperfiizyona maruz kalan dokuda erken dénemde
lokal komplikasyonlar (massif 6dem, kas nekrozu) ortaya g¢ikarken, ilerleyen saatlerde
sistemik inflamatuar yanit ve uzak organ hasar1 (akciger,bobrek, karaciger, kalp..vb) gibi

sorunlar ortaya ¢ikabilir (2, 3, 4,5).

Iskemi Reperfiizyon Hasar1 (IRH) 'min fizyopatolojisini anlamak i¢in deneysel ve
klinik ¢aligmalar yapilmis olup bu calismalarda, iskemi reperfiizyon hasarindan korunma
ve olusan hasar1 giderme amaciyla bir ¢cok farmakolojik ajan ve yontem denenmistir

(6,7,8).

Ozon, li¢ oksijen atomundan olusan bir kimyasal bilesendir (triatomik oksijen).
Normal atmosferik oksijenin ¢ok enerji yiiklii bir bi¢imidir. Klinikte Ozon tedavisi ;
iskemi, enflamasyon ve infeksiyon tedavisinde terapotik bir ajan olarak basariyla
kullanilmaktadir. Ozellikle bobrek ve karacigerin IRH’nda koruyucu etkiyi indiikledigi ve
hasarlanmay1 azalttigiyla ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (9,10,11). Ozon tedavisinin
koruyucu etkinligi, ozonun gii¢lii antioksidan kapasitesinden kaynaklanmaktadir. Yapilan
literatiir arastirmalarinda ozon tedavisinin alt ekstremite I/R modelinde, etkilenen iskelet
kast ve wuzak organlardaki antioksidan etkiliginin arastirildi§i bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu calisma, ozon terapi tedavisinin bdbrek ve karacigerin I/R hasarindaki
koruyucu etkisini, alt ekstremite /R modelinde de sergileyebilecegi varsayimindan yola

cikilarak planlanmistir.

Bu c¢aligmadaki amacimiz, ratlarda alt ekstremiteye turnike uygulanarak olusturulan
I/R modelinde, intraperitoneal (IP) yolla 0.5 mg/ kg dozlarinda verilen ozon tedavisinin
IRH n1 6nlemeye ya da azaltmaya yonelik etkisinin olup olmadigin1 degerlendirmektir.
IRH> 11 belirlemede, gastroknemius kasi (Kas), bobrek, akciger, kalp ve karaciger
dokulari, lipit peroksidasyonunun son iirlinii olan malondialdehit (MDA) diizeyi ,
antioksidan mekanizmanin belirleyicisi olarak rediikte glutatyon (GSH) diizeyi, katalaz

(KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), Siiperoksit Dismutaz (SOD), polimorfonukleer



16kosit birikiminin gdstergesi olarak miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Ol¢limii i¢in
cikarildi. Serum MDA diizeyi , KAT , GSH- PX, SOD aktivitesi , oksidatif stres ve

oksidatif protein hasarinin gostergesi olarak total siilfidril (total —-SH) diizeyleri ¢alisildi.

Ozon tedavisinin , alt extremite iskemi reperfiizyon modelinde, iskelet kas dokusunda
ve uzak organlarda olusan degisikliklere olan etkisi heniiz yeterince arastiritlmamustir.
Ozon tedavisinin, alt ekstremitede ortaya ¢ikan IRH’indan koruyucu etkisi ortaya
konulabilirse, abdominal aort anevrizma cerrahisi gibi infrarenal aortaya kros klempin
uygulandigi girisimlerde, travma ve tromboembolik olaylarda reperflizyon sonrasi alt
ekstremitede ve uzak organlarda meydana gelebilecek olumsuz etkilerin dnlenmesinde,

ozon tedavisinin bu etkisinden yararlanilabilinir.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskemi

Dokuya giden kan akimi azaldigi zaman, doku hiicresel fonksiyonlarimi
stirdiirebilmesi i¢in gerekli olan maddelerden yoksun kalir ve olusan artik metabolitleri de

dokudan uzaklastiramaz.

Iskeminin erken fazinda hiicre iginde metabolik ve yapisal degisiklikler baslar,
hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir, anaerobik metobolizma baslar, hizla bir¢ok
kimyasal mediyator ve hiicre hasarini igeren patofizyolojik olaylar kaskadi ortaya g¢ikar
(12,13). Kisa surede glikojen depolar1 bosalir, adenozin trifosfat (ATP) tiikketimi artar,
laktat ve diger toksik metabolitler birikmeye baslar. Hiicre membran potansiyeli degisir,
hiicre ici kalsiyum/ sodyum (Ca"Na") oram artar, hiicre organizasyonu bozularak
sismeye baslar (14,15) (Sekil 1). Hiicre icinde hipoksantin ve Ca'" seviyesi artarken ATP,
fosfokreatin ve glutatyon seviyesi hizla diiser. Bu durum fosfolipaz A,, proteazlar, serbest
yag asitleri, lizozimleri de iceren kimyasal mediyatorlerin ve enzimlerin olusmasini
tetikler. Hiicre ici Ca'" artis1 ile aktive olan fosfolipaz A,, membran fosfolipitlerini
l6kotrien ve prostaglandin gibi inflamatuvar mediatorlerin prekiirsorii olan arasidonik

asite doniistiirtir (6,16, 17,18,19, sekil 2-1).

Aragidonik asitten lipoksijenaz yolaklariyla olusan metabolitlerden 06zellikle
lokotrienler, 10kositlerin vaskiiler endotele yapismasini hizlandirir ve reperfiizyon
hasarinin derecesini belirleyen postkapiller permeabiliteyi artirir. Iskemi devam ederse

lizozimler araciligi ile hiicre nekrozu ortaya cikar (20).
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Sekil 2.1. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklari ve sonugclari.
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2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin
temizlenmesi i¢in yeniden kan akimimin saglanmasidir. Ancak, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olugan hasara gore ¢cok daha

ciddi bir hasara yol agar (22).

Iskemi sonucu artmis ATP yikimi dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin
metabolitlerinin birikimine ve Ksantin Dehidrogenazin ksantin oksidaza doniistimiine yol
acar. Normal sartlarda hipoksantin urik asite metabolize olur. Iskemi sonrasinda ise
reperfiizyon ile dokuya gelen O, molekiiliinden bu reaksiyonlar sirasinda serbest oksijen
radikaller (SOR)’ i superoksit ve hidrojen peroksit (O,, H,O,) olusur (Sekil 2-2).
Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda hizla olusan bu serbest oksijen radikal
tiirevleri, Polimorf niiveli 16kositler (PMNL), Kompleman Sistemi ve Endotel hiicreleri
rol oynamaktadir. Reperflizyon hasarma en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar

lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (23).
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Sekil 2.2. Iskemi-Reperfiizyon Siirecinde Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu



2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde elektronlar
atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif
degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kayb1 onu reaktif hale

getirir (12).

Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla karst karsiyadir. Atmosferin
%21 1ni teskil eden oksijenin aerobik organizmanin yasam i¢in gerekliligi kacinilmazdir.
Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere kars1 organizmanin savunmasinda
da belirli oranda olusur ve igsel mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararli etkileri
onlenir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen,
nitrik oksit (NO), uyarilmis notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi,
endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan
oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik %5 ’i de son yorungelerinde ortaklanmamis elektron igceren ve bu

ozellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere dontismektedir (19).

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H,O,)’e
indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal

degildir (24).



SOD
20, 42H 7> H,0,+0,

Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.

o H,0,, katalaz (KAT) veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik
olmayan tiriinlere doniisiir:

KAT

2H,0, — = 2H,0+0,

GSH-Px

H,0,+2 GSH; —— > H,O+GSSG

GSH-reduktaz

GSSG +NADPH+H" — > NADP' '+ 2GSH

e H,0,; gecis metallerinin varlifinda toksik OH radikaline doniisiir:

Fenton reaksiyonu.

+2 +3
Fe Fe

L |

H,0O, OH



Hidroksil radikali (OH) oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir; ilk karsilastigi
molekiil ile 10-16 s i¢inde, 14 Aco mesafesinde reaksiyona girer. Hidroksil radikali biiyiik
molekiil yapis1 ve elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekullerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur.
Makromolekiiller hiicrelerde kisitli miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan
hasar olduk¢a énemlidir. In vivo herhangi bir OH radikal siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi
icin mevcut hedef molekiillerin 6nemli bir boélimiinii kapsayacak kadar yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH radikalinin olusumunun 6nlenmesi,

bu radikalin stipiiriilmesinden daha etkilidir (25).
2.4. Polimorf niiveli lokositler (PMNL)

Iskemi-reperfiizyon ile l6kositlerin aktivasyonu gerceklesir, kemotaksis olusur ve
endotel diizeyindeki patolojik degisiklikler ile membran permeabilitesi artar, bu da
nétrofillerin infiltrasyonuna yol acar. Nétrofil infiltrasyonu IRH’ nin patofizyolojisinde

onemli bir rol oynar (26) .

Nétrofiller , serbest radikallerin olusumunda ve IRH’da énemli bir kaynaktir, azurofilik
graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve ‘miyeloperoksidaz’ enzimlerini
igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda énemli roller iistlenir; aktive notrofillerde
ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum patlamasi” olayin1 meydana
getirir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin
yaklasik %70°1 NADPH-bagimli oksidaz ile siliperoksit iyonlarina oksitlenmektedir.
Stiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
peroksit ise kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik
aside indirgenir. Hipoklorik asit (HOCL) gii¢lii bir oksidandir ve bircok biyolojik

molekulle kolayca reaksiyona girebilir (17) .

H,O,+ Cl OH + HOCL

Miyeloperoksidaz

Dokudaki noétrofil birikimi, dokunun miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Olgiilerek
saptanabilmektedir. MPO enzimi, nétrofillerin sitozolik graniillerinden salinmaktadir ve

indirekt olarak notrofil birikimini yansitmaktadir (27).



Notrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder graniillerden saliverilen apolaktoferrin,
plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz
gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi
ile damar duvarinda yapmin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile ndtrofillerin

dokuya gogii kolaylasir (17).
2.5. Kompleman Sistemi

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak agikliga
kavusmamistir. Reperfiizyon doneminde agiga ¢ikan SOR, kompleman sisteminin
aktivasyonuna neden olur. Bu aktivasyon klasik yol, alternatif yol veya lektin yolu
iizerinden olabilir (28). Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, C3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir
ve lokositleri aktive ederler. Kompleman komponentleri i¢inde 6zellikle anaflatoksinler
(C3a ve C5a) ve membran atak kompleksi (C5b-9) reperfiizyon hasarinda 6énemli rol
oynar. Anaflatoksinler, sitokin sentezini uyararak inflamatuar yaniti daha da arttirirlar.
C5b-9 ve C3bi vaskiiler tonusu diizenleyerek iskemik dokuya kan akimini ve bu sayede

l16kosit-endotel adezyonunu arttirir (28,29).
2.6. Endotel Hiicresinin rolii

I/R hasarmimn olusmasinda endotel hiicreleri énemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR iiretim
kaynagidir (30) .

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit
adhezyon molekullerinin tiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak
IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF, biiyiime faktérleri, endotelin, NO
ve tromboksan A2 (Tx A2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal

membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (31).



2.7.Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in
¢ok Onemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlari 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan “antioksidan savunma sistemi”

dort yolla etki gostermektedir

2.7.1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siipiiriicii

etki”. Antioksidan enzimler, kiigiik molekiiller bu yolla etki gosterirler.( 19,32)

2.7.2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya “inaktif sekle dontiistiiriicti etki”. Vitaminler, flavanoidler bu

tarz bir etkiye sahiptirler. (33)

2.7.3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir

kirict etki” gosterirler.(34)

2.7.4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarici

etki” gosterirler. (35)

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve
etkinliklerinin ortaya konmasinda IRH modelleri énemli katki saglamistir. Antioksidan
ozelligi one siiriilmils pek c¢ok madde cesitli I/R modellerinde test edilerek

degerlendirilmistir
2.7.1. Endojen antioksidanlar
Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
2.7.1.1. Enzim olan endojen antioksidanlar: (36)

Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferaz
(GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

2.7.1.2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar: (37)

Melatonin, Seriiloplazmin, Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin,

Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albumin
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2.7.2. Eksojen antioksidanlar
2.7.2.1. Vitamin eksojen antioksidanlar:

a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).
2.7.2.2. Tla¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar: (38)

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten),
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar), rekombinant siiperoksit dismutaz trolox-C (vitamin
E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin), demir
redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin) nétrofil adezyon inhibitérleri, sitokinler

(TNF ve IL-1),

‘Ozon’
e Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O,) hidrojen peroksit

(H20,) ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

SOD
20,-+2H" —> H,0,+0,

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiliksek oranda O, tretilmesine
ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diisiik tutulur. Ancak, H,O, ge¢is metalleri
varliginda Fenton ve Haber- Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline
doniismektedir. Bu durumda KAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H,O,

diizeylerini kontrol altina almaktadir (39).
e Katalaz

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. H,O,’yi oksijen ve suya parcalar. Boylece H,O,’nin OH olugumunu

onlemek icin ortadan kalkmasini saglar (39).
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KAT

H>0, 2H,O0 + O,

¢ Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon reduktaz (GSH-R)

Gerek H,0, ve gerekse LOOH’leri metabolize etmektedir. Selenyum-bagimli ve
Selenyum-bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum-bagimli tipi H,O, ve LOOH’leri,

Selenyum-bagimsiz tipi sadece LOOH’leri metabolize eder.

Bu reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H,O, ve
LOOH indirgenirken GSH ise okside sekline (GSSG) donusur. Okside Glutatyon ise
NADPH bagimli Glutatyon reduktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir.

GSH-Px

LOOH+2GSH ——> LOH + GSSG + H20

GSH-R
GSSG + NADPH +H' —> 2GSH+NADP *

GSH-Px’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas: sirasinda serbest radikal etkisi ile fagositik hiicrelerin
zarar gormesini Onler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir
(37). Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek,
prematiirelerde diisiik bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi ise yashilarda ve

hipertansiyonlu hastalarda yiiksek bulunmustur. (40)

e Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler ¢esitli endojen ve eksojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (40).

R-X+ GSH —> GS-R+HX
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e Glutatyon (GSH)

GSH, hiicreleri oksidan hasara kars1 koruyan hiicre i¢cindeki de en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutatyon, sistein ve glisinden
sentezlenir. Sentezde y —glutamil sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizordiir.

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir.

Ayrica proteinlerdeki siilfhidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplari
oksidasyona kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan

transportunu da saglar.

GSH eritrositleri, 16kositleri ve géz mercegini oksidatif strese karsi korumada hayati
oneme sahiptir (39). GSH homeostazi icin diyette yeterli protein alinmasinin gerekli
oldugu ve enteral veya parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsistein’in GSH
biyosentezinde sisteinin prekiirsoérii olarak O6nemli rol oynadigi cesitli deneysel
caligmalarda gosterilmistir. Yasamsal fonksiyonlarda oneme sahip GSH’nin hayvan
caligmalarinda yeterli konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin
proliferasyonu i¢in gerekli oldugu belirtilmistir. Spermatojenez ve sperm olgunlasmasinda
onemli rol oynadigi, influenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin
ve sitokinlerin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve immiin sistemin 6nemli bir elemant
olarak fonksiyon gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan aragtirmalar GSH eksikliginin
oksidatif strese yol actigin1 ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari,
kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme, diyabet

gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (41).
e Total siilfidril

Siilfidril gruplari, Glutatyon ve serbest sistein gibi protein olmayan ve thioredoksin,
glutaredoksin ve albumin gibi protein grubu olmak uzere ikiye ayrilirlar. Bu siilfidril
gruplart viicudu oksidatif stresten korumaya calisan dogal antioksidanlardir ve
oksidanlarin etkisi ile kolayca disiilfidlere okside olurlar. Bu yiizden oksidatif stresin

onemli bir gostergesidir (42,43).
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2.8. Iskelet Kas1 Iskemi-Reperfiizyon hasarinn etkileri

Organizmanin iskemiye verdigi yanit, hiicre ve doku tipi ile siireye bagli olarak
degisir. Ornegin insan kas dokusunda normal sicaklikta histolojik degisikliklerin basladig1
iskemi siiresi 2 saatten fazla iken, jejunumda bu degisiklikler yaklasik 30 dakikalik
iskeminin ardindan baslar (2,16,20,44).

Iskemik hasarin derecesini belirleyen iki onemli faktdr iskeminin genisligi ve
suresidir. Fizyolojik ve deneysel calismalarda kas dokusunda 3 saatlik iskemi sonras1 geri
doniisiimsiiz hiicresel hasarin bagladig1 ve 6. saatte neredeyse tamamlandig1 goriilmiistiir
(45).

Iskemi sonrasi reperfiizyon saglandiginda 16kosit aktivasyonu ve iltihabi cevap
gelisir. Aktive olmus lokositler mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden
olurlar. Dolayisiyla l6kosit-platelet ve 16kositendotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma
olup, interstisyel sivi birikimi ve azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma
katkida bulunur (46). Bu durum ilk kez 1967 yilinda Majno tarafindan “no reflow”
fenomeni olarak tanimlanmistir (47).

Reperfiizyon ile birlikte mikrosirkulatuar diizeyde bozukluklar gelisir ve buna bagh
doku 6demi olusur. Olusan bu 6dem reperflizyon geri saglansa bile hiicre beslenmesini
daha da bozar (2). Antitrombotik, antiinflamatuar tedavi ve etkilenen ekstremiteye
fasyotomi uygulamast ile geri donilistimlii mikrovaskiiler disfonksiyonun tedavisi

amaglanir (3,27).

2.9. Alt Ekstremite iskemi-Reperfiizyon hasarina Bagh Gelisen Uzak Organ

Hasan

Alt ekstremite Iskemi-reperfiizyon hasari sonucunda viicutta lokal ve sistemik
inflamatuar yanit olugmaktadir. Magdi M ve ark (48), ratlarin alt ekstremitelerinde
uygulanan bir I/R calismasinda ortaya ¢ikan tumor nekrozis faktdr- o (TNF-a), interlokin—
1- (IL-1-B), IL-6, IL-8 ve trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi mediyatorlerin
serbest oksijen radikali ve lokositler araciligi ile, hem lokal dokuda hem de uzak

organlarda hasara neden oldugunu saptamislardir.

Ekstremitenin akut  iskemisinde Haimovici H. ‘Miyonefropatik —Metabolik
Sendromu’ tanimlamistir. 6- 8 saat arasinda akut iskemik eckstremite revaskularize

edildiginde, hiperkalemi, artan Kreatin fosfokinaz ve serum glutamik-oksaloasetik
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transaminaz seviyeleri ,miyoglobinemi-miyoglubineri, bobrek yetmezligi, pulmoner

yetmezlik gibi sistemik etkiler (4).

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucunda olusan sistemik inflamasyon hemen her
organda hasar olustururken ilk gozlenen, genelde 24-72 saat iginde olusan, akciger
yetmezligidir. Sistemik inflamasyona bagli olusan akciger hasari, hafiften (akut akciger
hasar1) siddetliye (akut respiratuar distress sendromu) dogru seyreden bir klinik
spektruma sahip olup, olusum mekanizmasi ‘wash-out fenomeni’; dolagima katilan
mediyatorler sonucunda mikrovaskuler gegirgenlik artisi ve alveol sivist notrofil birikimi
ile agiklanmaktadir (49).

Bobrek hasarmin ise miyoglobulin birikimine bagli olarak gelisen endotel hasari
sonucunda, noétrofil birikimine yol actigi ve sonucunda akut tiibliler nekroz gelistigi
diisiiniilmektedir (24,50).

Olusan sistemik inflamasyona bagli olarak KC, santral sinir sistemi ve miyokard

disfonksiyonunuda i¢ine alan multiple organ disfonksiyonu (MODS) gelisebilir (51,52).

2.10. OZON

Ozon (03) ii¢ oksijen atomunun birlesiminden olusan gaz halinde bir molekiildiir.
Oksijen molekiiliiniin (O;) kararli haline karsin, ozon, kararsiz bir molekiildiir. Ozon gazi
Alman kimyaci1 Christian Friedrich Schonbein tarafindan 1839 yilinda kesfedilmistir. Oda
sicakliginda renksiz ve keskin kokulu bir gazdir (firtinali havalardan sonra, ytiksek
yerlerde veya deniz kiyisinda hissedilir). Ismi Yunanca ‘“koklamak” manasina gelen
“ozein”den gelir. Cok gii¢lii okside ve etkili dezenfekte etme Ozelligi sayesinde, halen
diinya capinda igme suyu saglayan aritma tesislerinde yaygin olarak kullanilir. Kesfinden
sonraki ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilmistir (53). 1860 yilinda Monako
sehrinin su aritma tesisinde dezenfeksiyon amaciyla ozon kullanilmaya baglanmistir.
Ozonun bu dezenfekte edici etkisi giiglii okside edici 6zelliginden kaynaklanmaktadir.
Sadece virus ve bakterileri 6ldiirmekle kalmaz tiim mikroorganizmalar ve toksinlerini de
okside edebilir. Ozon ayrica fenolleri, pestisidleri, deterjanlari, kimyasal atiklar1 ve
aromatik bilesikleri de etkili sekilde ndtralize edebilir. Ozon kimyasal yapisi itibariyle
radikal 6zelligi tasimamakla birlikte, florin ve persiilfattan sonra, bilinen tiglincii en giiclii
oksidan maddedir (54). Stabil olmayan kimyasal yapisi nedeniyle ozon giiclii bir

oksidasyon aracidir. Ilaveten gida maddelerinin konservasyonunda, agartici olarak ve
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zararli maddelerin parcalanmasinda kullanilir. Ozon aynmi zamanda pek cok gelismis
iilkede bir hava kirliligi kriteri olarak kullanilir. Normal havada diisiik miktarda ozon
mevcuttur. Ham maddesi oksijen olan ozon depolanamayan, stoklama imkani olmayan
tek gazdir. Ozonun stoklanamamasimin sebebi bulundugu ortamin sicakligi ile dogru
orantida ozon gazi bir sure sonra ham maddesi olan oksijene hi¢bir uygulamaya maruz
kalmadan donmektedir. Bu nedenle uygulamalarda ozon jeneratorleri gereklidir. Nikola
Tesla 1896’da ABD’de ilk ozon jeneratoriiniin patentini almistir. Ozon, ultraviyole 151n
(UV)’lan ile veya oksijen atomlarinin iizerine uygulanan kuvvetli elektriksel akim ile

olusturulur.

Gokyliziiniin mavi renkte gorlinmesi bu gaz sayesinde olmaktadir. Sivi halde
lacivert renge doniisen ozon gazi, diinyay:r giinesten gelen mordtesi radyasyona karsi
korumaktadir. Ozon oOzellikle atmosferin {ist tabakalarinda olduk¢a bol bulunan bir
molekiildiir. Atmosferdeki ozonun %90’1na yakini, yer yilizeyinden yaklasik 20-50 km
yiiksekte bulunan stratosfer tabakasi icinde yer alir. Atmosferin iist katmanlarinda UV
isinlar, alt katmanlarinda yildirnm c¢akmasi sonucu olusan elektrik arkinin oksijeni
parcalamasi ile olusan ozon, havanin temizlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.

Ozon tabakasi 6zellikle 290-320 nm araligindaki UV 1sinlar1 absorbe eder.

Normal sartlarda havadaki konsantrasyonu 0.02 ppm dir. 100 ppm iizeri toksik dozdur.
Akciger ve gozler ozonun toksik etkisine en hassas organlardir. Gozdeki irritasyonu ve
akcigere etkileri konsantrasyon, sicaklik, nem ve maruz kalinan siireye bagl olarak
degisir. Diisiik konsantrasyonda ozon inhalasyonu, bogazda irritasyon ve buna baglh
oksiirtige; yiiksek konsantrasyonlardaki inhalasyon ise akciger édemine neden olabilir

(55, 56).

Ozonun Kabul edilen ilk tibbi kullanimi Birinci Diinya Savasi sirasinda Alman
askerlerinin anaerobic Clostridium bakterisi enfeksiyonunu tedavi eden Dr. Albert Wolff
‘a dayanir (7). Bilimsel bir toplantida ozonun tedavi edici bir ajan olarak glindeme
alindigr ilk 6nemli organizasyon ise 1935 yilinda Berlin’de toplanan 59. Alman Cerrahi
Birligi (59th Meeting of the German Surgical Society) toplantis1 olup, burada Dr. Erwin
Payr “Cerrahi’de Ozon Uygulamalar1” bashig: altinda kendi vakalarindan olusan derleme
tiiriinde bir sunum yapmistir (53). Bu tarihten sonra 80’11 yillara kadar, ozon tedavisini
uygulayan ¢esitli hekimler ve aragtirmacilar bulunmaktadir. 1980’11 yillardan itibaren ise

tibbi amacla ozon kullanimina yonelik gerek bilimsel caligmalar, gerekse vaka serileri
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literatiirde artmaya baslamistir.

Ozon tedavisi, %3-5 oraninda ozon iceren  oksijen/ozon karigiminin viicut
bosluklarina ya da dolasim sistemine uygulanmasidir; bu karisim intravenoz,
intramuskiiler, intraartikiiler, intraplevral, intrarektal ve intradiskal uygulanabildigi gibi
topikal de uygulanabilir (54). Ozon tedavisinin klasik uygulamasi haline gelmis olan
yontem 1974 yilinda Wolff tarafindan tarif edilmistir. Bu yontemde; bir miktar kan (50—
270 ml) viicut disina alinarak, ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon
karigimiyla temas ettikten sonra tekrar ayni kisiye geri verilir (ototransfiizyon). Bu

uygulama sekli major otohemoterapi (HT) olarak adlandirilmaktadir (54, 57).

2.10.1 Etki Mekanizmasi

Ozon tedavisi bir paradoks tedavidir. Uygun dozda verildigi takdirde tedavi etkisi
ortaya cikarken, doz asimi oldugu zaman gii¢lii bir oksidan olabilir (58). Ozon reaktif bir
molekiil oldugu i¢in tibbi amach kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi durumlar
vardir: ozon, higbir zaman saf olarak verilmemelidir, belli oranda oksijenle karistirmak
gereklidir. Bu karisimda oksijen %95’den az, ozon %35’ten fazla olmamalidir. Normal
atmosfer havasinin bu karisima girmesi engellenmelidir. Ciinkii ozonun reaktif
ozelliginden dolayr hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan nitrojen dioksit (N,O,)
olusabilmektedir. Ayrica emboliye sebep olmamasi i¢in ozon gaz olarak damar igerisine
verilmemelidir. Tiim islemler sirasinda ozona dayanakli malzemenin (paslanmaz celik,

notral cam ve teflon) kullanilmasi gerekmektedir.

Ozon, diger gazlar (O,, CO;) gibi suda ¢oziinebilir. Ozon oksijene gore 1,6 kat
daha yogun ve suda ¢oziiniirliigii 10 kat daha fazla olan bir molekiildiir. Biyolojik
stvilarda ise ozon oksijenden farkli olarak hizlica biyomolekiiller ile reaksiyona girer.
Dolayist ile HT sirasinda uygulanan ozon/oksijen karisimindaki ozon afinite sirasiyla
coklu doymamis yag asitleriyle, antioksidanlarla ve sistein gibi siilfhidril grubu tasiyan
tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozonun miktarma bagli olarak karbonhidratlar,
proteinler (dolayisiyla da enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilir. Tiim
bu bilesikler ozon karsisinda elektron dondrii gibi davranarak oksitlenirler. Sonugta
stiperoksit (O,-), hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi serbest oksijen

radikalleri olusur. Bu reaksiyonlardan en oOnemlisi doymamis yag asitlerinin
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oksidasyonudur (54,55,59,60).

Ozonun biyolojik etkilerini agiklamak i¢in yapilan caligmalarda daha ¢ok HT
tedavisi model alinmistir. HT esnasinda uygulanan ozon/oksijen karisimindaki ozon
plazmada hizla ¢oziiniir (61). Daha dnce bahsedildigi gibi sivilardaki ¢ozlniirliigi fazla
olan ozonun bir kismi plazmada bulunan antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin
miktarlarim1 azaltir. Bu anlik olaylar sirasinda ¢esitli SOR’ de olusabilmektedir. Bu
radikallerin yar1 6mrii ¢ok kisa oldugu i¢in, daha kan hastaya geri verilemeden, yani
ototransfiizyondan O6nce bunlar ortadan kalkarak yerlerini lipid oksidasyon dirlinlerine
birakirlar. Bu iiriinler, eritrosit membranlarinin oksidasyonu ile ortaya ¢ikar. Eritrosit
membranindaki doymamis yag asitleri oksidasyona ¢ok duyarlidir. Bu reaksiyonlar
sirasinda ortaya cikan hidrojen peroksit, molekiil yapisi itibariyle radikal olmayan

oksitleyici bir molekiildiir (12,19,62)

Eritrositlerde ‘ozon’ hiicre ¢eperinin fosfolipidleri ile reaksiyona girer. Eritrositlerde
glikoliz hizinin artmasina neden olarak, 2-3 difosfogliseratin sentezini stimiile eder, bu
madde hemoglobinin striiktiiriinii modifiye eder ve bdylece oksijenin agiga ¢ikmasina yol
acar ve hastalikli dokuda trofik etkiyi destekler (Sekil 2-3). Ayni zamanda piruvatin
karboksilasyonunu arttirarak Krebs siklusunu aktive eder ve ATP iiretimini arttirir. Bu
olay aynm1 zamanda NADH rediiksiyonuna neden olur ve sitokrom c’nin oksidasyonuna
yardimci olur (63). Serbest radikalleri temizleyen ve hiicre duvarini koruyan Glutatyon
peroksidaz, KAT, SOD’un lretimini artirir. Vazodilatatér olan Prostasiklini indiikler.
Endotelyal hiicrelerde ozon, nitrikoksit (NO) sentezini arttirir ve acgiga ¢ikmasini ve

endojen bir vazodilatasyona yol acar (64,65).
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Sekil 2.3. Ozonun eritrosit hiicrelerindeki etki mekanizmasi (63)

Kanda ozon interaksiyonunun direkt sonucu, periferik dokuda daha iy1 bir oksijen
beslenmesidir (6trofik etki). Bunun disinda metabolik asitlerin azalmasina yol acar.
Immiin stimulasyon yoluyla immiin kompetan hiicreler ve medyatorler aktive edilir.
Interferonlar (IFN-B), interlokinler (IL-1), timdr nekroz faktdrii (TNF-o), graniilosit-
makrofaj koloni stimiilan faktor (GM-CSF), transforme edici biiylime faktorii (TGF-B)
serbest kalir (54,55,61,64).

Ozonun diger bir uygulama sekli olan mindr hemoterapide ise hastadan alinan 5 ml kan
ile aym1 miktarda 80-100 pl/mL konsantrasyonundaki oksijen/ozon karisimi bir dakika
inkiibe edilir. Bu siire zarfinda ozonunun, yine ayn1 sekilde kanda dnce ¢oziiniip sonra da
biyolojik molekiiller ile reaksiyona girmesi beklenir. Sonrasinda bu kan, gluteus kasina
yavasca enjekte edilir. Bu uygulama sonrasinda kas i¢ine enjekte edilen kanin doku
derinliklerine ilerlerken pihtilagsmasina ragmen hastalardan ¢ok azi hafif sisme ve agridan
yakinmaktadir. Bu iglem esnasinda anesteziye gerek yoktur. Tartigmali olmakla birlikte,
bu uygulamanin immiinmodiilatuar bir etkisinin oldugu iddia edilmekte ve etki
mekanizmas1 su sekilde acgiklanmaktadir; Enjeksiyon yerinde hafif derecede steril

inflamasyon meydana gelmekte, bolgeye nétrofil ve monositler gelerek denatiire
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proteinleri ve parcalanmus eritrositleri fagosite etmektedir. Eger kan i¢inde HCV, HBV ve
HIV gibi viriisler var ise ozon tarafindan inaktive edilip parcalanmis bu viriis atiklari

bolgeye gelen bu immiin hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir (54,70).
2.10.2. Ozon’un oOne siiriilen etki mekanizmalari :

2.10.2.1. Glutatyon peroksidaz, katalaz, stiperoksit dismutaz gibi, serbest radikallerin

eliminasyonunda etkili olan enzimleri aktive eder (9,10).
2.10.2.2. Glikolizi aktive eder, boylece (66) :

2.10.2.2.1.  Oksijenin  hemoglobinden  ayrilmasini  saglar, yani doku

oksijenizasyonunu artirir.

2.10.2.2.2. Metabolik detoksifikasyonda ¢cok dnemli bir rolii olan acetyl-coenzyme-

A’nin olusumunu arttirir.

2.10.2.2.3. Mitokondriyal transport sistemini aktive ederek tiim hiicrelerin
metabolizmasini arttirir ve bu sayede mutajenik degisimlere karsi hiicre savunmasini

giiclendirir.

2.10.2.2.4. Eritrositlerin esnekligini, kanin akigkanligimi ve arteryel oksijen

basincini (PO,) arttirir (64).
2.10.2.2.5. Eritrositlerdeki rulo formasyonunu azaltir.

2.10.2.3. Diisiik dozlarda l6kositoz ve fagositozu indiikleyerek immiin sistemi stimiile

eder. Ancak yliksek dozlarda immiin sistemi inhibe eder (67).

2.10.2.4. Retikiilo-endotelyal sistemi stimiile ederek dokularin tamir mekanizmasini

destekler (67).

2.10.2.5. Giiglii germisid aktivitesi vardir ve bir¢cok patojen mikroorganizmanin hiicre
duvarim1 parcalayabilir. Bu sayede enteroviriisler, koliform bakteriler, Staphylococcus

aureus ve Aeromona hydrophilia infeksiyonlarinda etkindir (68) .

2.10.2.6. Sirkiiler plazmid DNA’ y1 acarak bakteriyel proliferasyonu azaltir.
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2.10.2.7. Fungisit etkilidir , Candida biiyiimesini inhibe eder (68) .

Substrat Ileticiler Hedefler Fonksiyonel Degisiklikler
Eritrosit O, taginmasinin arttirilmasi

P SOR < Lokosit Bagisiklik Sisteminin aktivasyonu
L Trombosit Biiylime faktorlerinin salinimi
A
V4 Endotelyum NO saliniminin artmasi
M \ LOP < Kemik 1ligi Kok hiicre ve eritrosit olusumu
A Diger Organlar  Antioksidan enzimlerin arttirilmasi

Sekil 2.4. Medikal Ozon uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan temel biyolojik etkiler (69).
2.10.3. Endikasyonlar

Ozon tedavisi hi¢gbir zaman hastalara verilen ilaglarin kesilmesini veya tedavinin
degistirilmesini gerektirmez. Ozon tedavisi organizmanin antioksidan ve antiinflamatuar
savunma sistemlerini destekleyen, dokulara oksijenin daha kolay birakilmasin1 saglayan

fizyolojik alt yapiya yonelik bir destek tedavisidir.

2.10.3.1. Ozellikle diyabetik iilser olmak iizere tiim zor iyilesen iilserlerin tedavisinde
(66,68)

e Diyabetik ayak

e Ulkus kruris

e Dekubitiis tilserleri

e [ltihabi barsak hastaliklar1 (Crohn, iilseratif kolit, proktit)
e Yaniklar

e Bakteri ve mantar infeksiyonlari

e Vaskiiler okliizyona bagl 6zellikle bacaklarda ortaya ¢ikan iilserler

2.10.3.2. Viriislere bagli hastaliklar (70,71)
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e Viral hepatitler (hepatit B ve C)
e Herpes ve Papillomavirus infeksiyonlari

e (ok sik gribal infeksiyon gecirme
2.10.3.3. Geriatrik sikayetlerde (72)

e Kronik yorgunluk, halsizlik, genel viicut agrist

e Egzersiz yaparken ortaya ¢ikan yorgunluk ve bacaklarda dolasim bozukluguna
bagli ortaya ¢ikan agr1 ve 6dem

e Eklem hasarinin azaltilmasina yardime1 olarak

e Yasa baglh makiiler dejenerasyonda
2.10.3.4. Cinsel fonksiyonlarin desteklenmesi (73)

e Diyabetin erken evrelerindeki ereksiyon kaybinin tedavisinde
e Depresyon ve duygu durum bozukluklarina bagli cinsel isteksizliklerin ve

ereksiyon sorunlarinin giderilmesi
2.10.3.5. Otoimmun hastaliklarda non-spesifik immunmodiilasyon amaciyla (67)

e Romatoid artrit, Multipl skleroz, Sistemik Lupus Eritromotozis, Behget hastaligi

gibi hastaliklarda yardimci tedavi olarak

2.10.3.6. Kalp yetmezligi olan hastalarda non-spesifik immunmodiilasyon (minor AHT)

ve antioksidan sistemi desteklemek (major AHT) amaci ile (74)
2.10.3.7. Vaskiiler bozukluklar ve damar endotel hasarina bagli durumlarda (75)

e Diyabet hastalarinda damarlarin hasarlanmasi sonucu ortaya ¢ikan dolagim
bozukluklar1 ve doku hasarinin (g6z, bobrek, sinir) azaltilmasinda
e Fibromiyaljide ortaya ¢ikan bolgesel dolasim bozuklugunun giderilmesinde

e Ogzellikle sigara icimine bagl dolasim bozukluklarmnin giderilmesinde
2.10.3.8. Kronik inflamasyon ile seyreden solunum sistemi hastaliklarinda (76)

e Astim

e Kironik obstriiktif akciger hastaligi

2.10.3.9. Kronik yorgunluk sendromu, depresyon ve duygu-durum bozukluklarina baglh
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ikincil sikayetlerde viicudun savunma sistemlerinin desteklenmesi amaci ile (77).

2.10.3.10. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini

artirmak ve savunma sistemini desteklemek amaci ile (64).

2.10.3.11. Alzheimer, Parkinsonizm, trigeminal nevralji, migren ve senil demans gibi
yasa bagl hastaliklarin tedavisinde yardimer olarak ve sikayetlerin azaltilmasi ve genel

iyilik halinin saglanmas1 amaci ile (78).

2.10.3.12. Oral mukoza hastaliklarinda: Gingivit, periodontit, aftdz stomatit, erozif liken
planus, oral kandidoz, herpetik gingivostomatit, dis ¢iiriigli, kanal tedavileri, kavite

dezenfeksiyonunda basari ile kullanilmaktadir (79) .

Ozon uygulamalari yara iyilesmesi, yasa bagli makiiler dejenerasyon, iskemik, basit
dis ve agiz infeksiyonlarindan hepatitlere kadar uzanan genis bir araliktaki cesitli
infeksiyon hastaliklarinda yapilan vaka analiz ¢alismalarinda olumlu etkiler gdstermistir.
Martinez-Sanchez ve arkadaslar1 diyabetik ayak gelismis hastalarda yaptiklart ¢aligmada
ozon tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir. Bu ¢aligmada ozon tedavisi uygulanan
hastalarda antibiyotik tedavisi alanlara gore yara iyilesmesi hizlanmis, hastanede kalma
stireleri kisalmig, glisemi diizeyleri daha iyi kontrol edilebilmis ve antioksidan enzim

diizeyleri artmis olarak bulunmustur (68).
2.10.4. Doz

Ozonun sahip oldugu oksidatif etkisinden dolay1r doz hesaplamasi son derece
onemlidir, diisik doz uygulamalarda herhangi bir tedavi edici etkisi ortya ¢ikmazken,
yiiksek doz uygulamalarda toksik etkisi ortaya c¢ikar. Tedavi etkisi olan 10-80 pl/ml doz
araliginda uygulanmasi halinde, kanda ve diger dokularda bulunan enzimler, hidrofilik ve
lipofilik antioksidan sistemler tarafindan aktif hale getirilir ve ozon tedavisinin etkisini

ortaya cikar (80).

Ozon tedavisinin 10-80 pl/ml doz araligi uygulamalarinda herhangi bir yan etki
olusturmadigi ayrica bu doz araligindaki uygulamalarin eritrosit ve 16kosit fonksiyonlari

lizerine olumsuz etkisinin bulunmadigin bildiren yayinlar bulunmaktadir (61,64).
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2.10.5. Uygulama yontemleri

Ozon tedavisinin uluslararast kabul gérmiis on civarinda uygulama sekli

bulunmaktadir.

2.10.5.1.Major otohemoterapi: En sik tercih edilen uygulama yontemidir. Hastanin

damarindan alinan bir miktar kanin (50-270ml) ozona dayanikli sise icinde uygun
ozon/oksijen karigimi (ozon en ¢ok %5, oksijen en az %95) ile muamele edildikten sonra
aynt damardan geri verilmesi esasina dayanir. Tim tedavilerin temel uygulama

yontemidir. Cogunlukla planlanan ozon tedavisi protokollerinde yer alir (54).

2.10.5.2. Minér otohemoterapi: Hastadan alinan bir miktar kanin (5-10 ml) ozona

dayanikli enjektor igerisinde uygun ozon/oksijen karisimi (ozon en ¢ok %35, oksijen en az
%?95) ile muamele edildikten sonra kas i¢ine uygulanmasi esasina dayanir. Non-spesifik
immunmodiilasyon i¢in Onerilen temel uygulama seklidir. Marfella ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢ogu diyabet, hipertansiyon ve koroner arter hastasi olan ve bozulmus periferik
kan akimindan dolay1 iyilesmeyen yaralara sahip 151 hastanin dahil edildigi randomize,
plasebo kontrollii bir klinik ¢alismanin sonuglarina gore, 22 hafta boyunca, haftada bir
kez yapilan mindr ozon tedavisi belirgin tedavi edici 6zellik gostermistir. Tedavi kriteri
olarak lezyon ¢apindaki kii¢iilme ve kapanmalarin yaninda dokuda transkiitan parsiyel
oksijen basinci artist ve yara iyilesmesini geciktirdigi bilinen TNF-alfa diizeyleri
degerlendirmeye alinmistir. Uygulanan tedavi ile her iki kriterde de anlamli diizelmeler

gozlenmistir (81).

2.10.5.3. Rektal insuflasyon: Uygun ozon/oksijen karisimi (ozon en ¢ok %S5,

oksijen en az %95) ile iiretilmis gazin aniis yolu ile rektum igerisine verilmesi esasina
dayanir. Kulaga hos gelmemekle birlikte etkin, ucuz ve kolay uygulanabilir bir tedavi
yontemidir. Damar yolu agmanin zor oldugu baz1 vakalarda (ileri diizey diyabet, kanser
tedavisi gorenler vb.) majér otohemoterapinin en giiglii alternatifidir. Baz1 vakalarda
direkt gaz yerine ozonize serum fizyolojik uygulamasi tek basma veya gaz
uygulamasindan 6nce tedavi etkinligini artirir. Ulseratif kolit, proktit, anal fistiil ve anal

fissiir tedavisinde kullanilir (82).

2.10.5.4. Vajinal insuflasyon: Uygun ozon/oksijen karisimi (ozon en ¢ok %5,

oksijen en az %95) ile iiretilmis gazin vajina igerisine verilmesi esasina dayanir. Tecriibeli

hekimler tarafindan uygulanmasi kolay ve etkin bir yontemdir. Benzer uygulama ozonize
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serum fizyolojik ile de yapilabilir (83).

2.10.5.5. Lokal uygulamalar: Uygun ozon/oksijen karisimi (ozon en ¢ok %S5, oksijen

en az %95) ile iretilmis gazin kas, eklem, disk, tetik noktalar, tendon, deri igine veya

viicut bosluklarina uygulanmasi esasina dayanir (84,85).

2.10.5.6. Topikal uygulamalar: Uygun ozon/oksijen karisimi (ozon en ¢ok %5,

oksijen en az %95) ile iiretilmis gazin veya ozonlu sivilarin (su, yag) cilt lizerine
dogrudan uygulanmasi esasmna dayanir. Ozonlu serum fizyolojik giiclii ve etkin bir

antiseptiktir (86, 87).

2.10.5.7. Torbalama: Ozellikle ekstremitelerdeki infeksiyon, iilser ve lokal deri

lezyonlarinda uygulanan etkin bir yontemdir. Deri 1slatildiktan sonra 6zel dizayn edilmis
bir torba ile lezyonun oldugu bolge cevrelenir. Torbanin gaz karigimini torba igine veren
ve gazi emen girig ve ¢ikislari bulunur. Torbalama tedavisi boyunca gaz giris ve ¢ikisi

ayn1 hizda devam eder (67).

2.10.5.8. Diger uygulamalar: Siniizit, otit vb. vakalarda da lokal uygulamalar

yapilmaktadir (88,89). Ozon sauna daha ¢ok kozmetik amaglarla kullanilan ancak 6zel bir

cihaz isteyen uygulama seklidir (87).

HT tedavisi yapilmadan 6nce kanin antikoagiilan verilerek hazirlanmasi gerekir.
Cilinkii ozon doza bagli olarak trombosit fonksiyonlarinin artisina neden olmaktadir.
Trombosit fonksiyonlarindaki artisin bazi yararli sonuglari da olmaktadir. Aktive olmus
trombositler iglerinde bulunan biliylime faktorlerini salarak iskemi ve iilserli hastalarda

tyilesmeye olumlu katk1 saglar (81).
2.10.6. Yan Etki Ve Kontrendikasyonlari

Ozon tedavisinin yan etkisi yok denecek kadar azdir. Simdiye kadar bildirilen yan
etkiler uygulama hatalarina bagli lokal komplikasyonlardir. Bazi durumlarda ozon terapisi
uygulanmasi1 sakincali olabilir. Bu durumlar: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim
eksikligi, 6zellikle erken donem olmak {izere hamilelik, anjiotensin ¢evirici enzim (ACE)
inhibitorii tedavisi gorenler, hipertiroidi, kanama bozuklugu, kronik pankreatit, yeni
gecirilmis kalp krizi, kontrol altina alinamayan kardiyovaskiiler hastaliklar ve ozona

reaksiyon gosteren astim hastalari olarak siralanabilir (72).

2.10.7. Ozonun iskemi —reperfiizyon hasarina etkisi

Iskemi-reperfiizyon hasarinda olusan serbest oksijen radikalleri lokal ve sistemik

25



hasarda major patofizyolojik komponentlerdir (12,14). Optimal terapotik tedavi ise
SOR’inin olusumunun 6nlenmesi ve notrolize edilmesidir. Ozon biyolojik etkisinin ortaya

cikabilmesi igin serbest oksijen radikallerinin olusmasi1 gerekmektedir.

Ozon uygulandiktan sonra hizlica plazma, lenf ve idrar sivilarina dagilir. Tedavi
etkinligine aracilik eden iki ana molekiil grubu ortaya cikar. Bunlardan bir tanesi hidrojen
peroksit (H,0O,), ikincisi ise Lipid peroksidasyon ile olusan iirlinlerdir (60). H,O, en
onemli hiicresel ikinci habercilerden bir tanesidir. Ozon tedavisi esnasinda ex vivo olarak,
ozonun plazma ile reaksiyonu sonucu olusur ve ozonun 6nemli biyolojik ve terapotik
etkilerini ortaya cikarir. En onemli etkilerinden biri, eritrositlerde 2,3-difosfogliserat
diizeyini artirma yoluyla hemoglobin-oksijen ayrisma egrisinin saga kaymasina ve
bdylece oksijenin dokulara daha kolay birakilmasina neden olmasidir (62, 63). H,O; kisa
etkilidir ve hizlica kaybolur. Lipid peroksidasyon ile olusan iirlinler ; ozonun plazmadaki
coklu doymamis yag asitleri basta olmak iizere askorbik asit, iirik asit, sistein ve
indirgenmis glutatyonun (GSH) tiyol yapilarindaki —SH gruplart ile ve albumin ile
reaksiyona girmesi sonucu olusur. Bu {iriinler dolasim ile dokulara dagilir, ge¢ ve uzun
etkili ikincil haberci olarak etki gosterir. Bu siirecin sonucunda, bagisiklik sistemi aktive
olur ve zarar gormiis hiicrenin yasamasina yardimci olur (89, 90). Ek olarak, Ozon
endogen antioksidan olan Siiperoksid dismutaz (SOD), Glutatyon ( GSH) ve Katalazin
hiicre iginde artmasina yardimci olarak IRH sonucu zarar gérmiis hiicrenin iyilesmesine

yardimci olur (9,10,11).

Ozon uygulamalar1 sonucunda olusmasi beklenen SOR ve lipid oksidasyon
driinlerinin terapotik etki gosterebilmesi icin belli bir konsantrasyonda olmasi gerekir.
Bocci ve Carlo yaptiklart g¢alismada degisik dozlarda (20,40,60,80 pg/ml) ozon
uygulamis, kanlarda dozla dogru orantili olarak glutatyon ve total antioksidan seviyesinde
azalma, lipid peroksidasyonu ve okside glutatyon diizeyinde artma oldugunu gostermis,
uygulamanin 20 dakika sonrasinda ise antioksidan diizeylerinin eski haline dondiiglinii

tespit etmislerdir (61,64,80).

Halen ozon tedavisinin etki mekanizmasiin bir ¢ok yonden aciklanmaya ihtiyaci
vardir. Tim diinyada devam eden deneysel ve klinik ozon tedavisi ¢alismalarinin, yakin
gelecekte mekanizmanin daha ayrintili olarak agiklanmasina katkida bulunacagina

inaniyoruz.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi ve
Biyokimya Anabilim Dallar1 tarafindan Ekim 2011-Temmuz 2014 tarihleri arasinda
Istanbul Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Uygulama Enstitiisiinde yapildi. Calisma
oncesinde, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (1.0.

HADYEK), 30 Ocak 2012 tarihli oturumunda onay alindi. (Ek-1)
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada Deneysel Tip Arastirma Uygulama Enstitiisii laboratuarlarinda tretilen
ortalama agirliklart 200-250 gram olan, 24 adet disi Sprague-Dawley cinsi si¢an
kullanildi. Sicanlar rastgele ve esit sayida (n:8) olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Sicanlar,
deneyden onceki 7 giin tel kafeslerde, 12 saat gece 12 saat giindiiz sirkadiyan ritimde,
ortam sicakligi 24-26 °C ve nem orami % 50-60 olacak sekilde tutuldu. Sicanlarin
beslenmesinde, standart ticari pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi. Tiim si¢canlarin
bakimlari, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bi¢imlendirilen ‘Deney
Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’ ne ve Laboratuar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii
tarafindan yeniden diizenlenen ‘Laboratuar Hayvanlarimin Bakim ve Kullanimi ig¢in

Kilavuz’ una uygun olarak yapilmistir.
3.2. Anestezi

Calisma Oncesinde sicanlar 12 saat siireyle a¢ birakildi. Bu siire i¢inde su i¢gmelerine
izin verildi. Anestezi amaciyla intraperitoneal yoldan 50 mg/kg ketamine hydrochloride
(Ketalar®, Parke-Dawis, Pfizer, istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine hydrochloride
(Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Almanya) uygulandi (Resim 3.1). Bu dozun 1/3” i
gerektiginde intramuskuler olarak tekrarlandi. Anestezi sonrasinda 500 Unite heparin
(Nevparin ®, Mustafa Nevzat , Istanbul, Tiirkiye) IP olarak uygulandi. Cerrahi girigim,
enjeksiyonlar ve kan alinmasi anestezi altinda yapildi. Anestezi siiresince denekler,
solunum destegine ihtiyag¢ duymadan, oda havasinda izlendiler. Deney sirasinda

gelisebilecek hipotermiyi dnlemek amaciyla, cerrahi girisim 1sitici lamba altinda yapildi.
3.3. Cerrahi Prosediir

3.3.1. Turnike yontemi ve Iskemi —reperfiizyon modeli

Calismada Iskemi - reperfiizyon modeli, Hardy ve Goughy’in yontemine benzer
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sekilde turnike yontemiyle yapildi (91). Anestezi sonrast sag uyluk st 1’3 kismindan bir
turnike yardimiyla femoral arter sikistirilarak tek tarafli alt ekstremite iskemisi yaratildi
(Resim 3-2). Distal nabizlarin alinamamasi ve bacak renginin soluklagmasi iskemi olarak
degerlendirildi (Resim 3-2). I\R gruplarinda 4 saat iskemiden sonra turnike kesilerek sag
arka ekstremite 2 saatlik reperfiizyona birakildi. Islemler tamamlandiktan sonra tiim
deneklerden intrakardiyak 4-5 cc. kan alinarak sakrifiye edildi ve kalp, akciger, karaciger
, bobrek ile etkilenen extremiteden gastroknemius kasi enzimatik inceleme igin
cikartildi.

3.3.2. Ozon hazirlama

0.5 mg/kg ozon/oksijen karisimi, tek doz ve intraperitoneal (IP) olarak uygulandi. Her
bir rat icin IP olarak uygulanan %95 oksijen, % 5 ozon gaz karisimmin hacmi yaklasik
2.1-2.8 mL ( 25 pg/mL) di. Ozon uygulamasi, turnike agilmasiyla birlikte reperfiizyon
sirasinda gerceklestirildi. Ozon, Uluslararasi Ozon dernegi standardizasyon komitesinin
onerdigi, fotometrik tespit ile ozon konsantrasyonun ve gaz akiminin hizinin belirlendigi
Ozon jenaratoru (model OZONOSAN Photonik 1014, Hansler GmbH, Nordring 8,
Iffezheim, Germany) ve medikal oksijen kullanilarak ile olusturuldu (Resim 3-5, 3-6).
Ozona dayanikli, silikonlanmis tek kullanimlik polipropilen enjektorler ve bakteri filtresi

kullanildi (Resim 3-7, 3-8).

Resim  3-1: Intraperitoneal Resim 3-2: Alt ekstremiteye
anestezi uygulanmas. turnike uygulanan rat.
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Resim 3-3 : Turnike uygulanan
ekstremite ile uygulanmayan
ekstremite arasindaki fark.

Resim 3-4: Intraperitoneal ozon
uygulanmasi.

Resim 3-5: Ozon Jenaratori.

Resim 3-6: Ozon Jenarator
monitoru.
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Resim 3-7: Ozona dayanikli,
silikonlanmis tek kullanimhik
polipropilen enjektor.

Resim 3-8: Ozona dayanikh
bakteri filtreleri.

3.4. Deney Gruplar

Agirliklart 200-300 gram arasinda degisen, disi, toplam 24 adet Sprague-Dawley

cinsi rat, esit sayida (n = 8) ve rastgele olarak 3 deney grubuna ayrildi.

Grup 1: Kontrol (n = 8)
Grup 2: I/R + serum fizyolojik (n = 8)
Grup 3: I/R + Ozon (n=28)

Birinci grup ‘Konmtrol grubu’ olarak belirlendi. Sadece anestezi uygulandi. Diger
gruplara uygulanan toplam 6 saatlik islem siiresinin sonunda intrakardiyak kan alindi ve

karaciger, kalp, bobrek, akciger, sag gastroknemius kas1 dokulari ¢ikarildi.

Ikinci grup ‘/R+SF grubu’ olarak belirlendi. Anestezi sonrasi sag alt ekstremiteye
turnike ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi. Turnike kaldirildiktan hemen
sonra reperflizyon sirasinda intraperitoneal serum fizyolojik (uygulanan ozonun miktari
kadar, yaklasik 2.5 mL) uygulandi, Reperfiizyon siiresinin tamamlanmastyla intrakardiyak
kan alind1 ve karaciger, kalp, bobrek, akciger, sag gastroknemius kasi doku 6rnekleri

alindi.

Ucgiincii grup ‘/R\ Ozon terapi grubu’ (ozon grubu) olarak belirlendi. Anestezi sonrasi
sag alt ekstremiteye turnike ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi. Turnikenin

acilmasiyla birlikte reperfiizyon sirasinda 0.5mg\ kg ozon\oksijen karisimi  IP olarak
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uygulandi. Reperfiizyon siiresinin tamamlanmasiyla intrakardiyak kan alind1 ve karaciger,

kalp, bobrek, akciger, sag gastroknemius kas1 doku 6rnekleri alindi.

Iskemi-reperfiizyon gruplarinda I/R siiresi sonunda, kontrol grubunda ise aymi siire
tamamlandiktan sonra, tiim ratlardan intrakardiak 4-5cc kan, akciger, gastroknemius kasi,
karaciger, kalp, bobrek doku Ornekleri alinarak sakrifiye edildi. Caligma sirasinda

mortalite saptanmadi.

3.5. Biyokimyasal islemler

3.5.1. Kullanilan aletler :

3.5.1.1. Spektrofotometre (Ultraspec 3000, Pharmacia Biotech).
3.5.1.2. pH metre (HANNA Instruments, Portugal).

3.5.1.3. Vorteks (MS 2 Minishaker, IKA).

3.5.1.4. Santriflij (Megafuge 1.0 R, Heraeus; Mikro 24-48 R, Hettich).
3.5.1.5. Su banyosu (BM 101, Niive).

3.5.1.6. Manyetik karistirict (IKAMAG RH, IK A basic labortechnic).
3.5.1.7. Pipet takimi (Biohit, Proline).

3.5.1.8. ELISA (EIx800, Bio-Tek)

3.5.1.9. Homojenizasyon aleti

3.5.1.10. Sonikasyon aleti

3.5.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
3.5.2.1. Sodyumdodesil siilfat (SDS)

3.5.2.2. Sodyum hidroksit
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3.5.2.3.Sodyum kloriir

3.5.2.4. Tris (hidroksimetil) aminometan (Tris baz )

3.5.2.5. 5, 5'-Dithio-bis 2-nitrobenzoikasid (DTNB)

3.5.2.6. Triklorasetik asit

3.5.2.7. Tiyobarbitiirik asit

3.5.2.8. Hidroklorik asit

3.5.2.9. 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) standardi

3.5.2.10.

3.5.2.11.

3.5.2.12.

3.5.2.13.

3.5.2.14.

3.5.2.15.

3.5.2.16.

3.5.2.17.

3.5.2.18.

3.5.2.19.

3.5.2.20.

3.5.2.21.

3.5.2.22.

3.5.2.23.

Potasyum fosfat

Riboflavin

o-dianisidin

SOD standardi (100 [U/ml)
Sodyum azid

NADPH

Glutatyon

Glutatyon rediiktaz

Kumen hidroperoksit
Hidrojen peroksit

Glasiyal metafosforik asit
Absolii metanol
Hexadecyltrimethlammanium bromide

Bisikonik asit
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3.5.3. Serumda Yapilan Incelemeler

Serumda MDA ve total-SH diizeyleri ile GSH-Px, SOD ve KAT aktiviteleri
olgtldii.

3.5.4. Karaciger, Kalp, Akciger, Bobrek, Gastroknemius kas1 ve Kalp dokularinda

yapilan incelemeler

Sicanlarin Karaciger, kalp, akciger, bobrek ve gastroknemius kasi dokularinda
MDA ve GSH diizeyleri ile SOD, GSH-Px, katalaz, miyeloperoksidaz aktiviteleri
olgtildii. MDA ve GSH diizeyleri dokularin 0.15 M KCI (Potasyum kloriir) de hazirlanan
%10’luk (w/v) doku homojenatlarinda tayin edildi. SOD ve GSH-Px aktiviteleri ise bu
homojenatlardan kademeli santrifiij yapilarak elde edilen postmitokondri fraksiyonunda
belirlendi. Katalaz aktivitesi dokularin S0mM potasyum fosfat tamponunda (%10’luk

(w/v) doku homejenatlarinda tayin edildi.

Miyeloperoksidaz aktivitesi ise %1 hexadecyltrimethlammanium bromid (HTAB)

tamponunda hazirlanarak tayin edildi.

3.5.5. Doku homojenatlarimin hazirlanmasi ve postmitokondri fraksiyonlarinin

eldesi

Islem: Karaciger, kalp, akciger, bobrek ve gastroknemius kas dokulari tartildi ve
Potter-Elvehjem doku homojenizatoriinde soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile homojenize

edilerek %10°luk homojenatlar1 (w/v) hazirlandi.

Postmitokondri fraksiyonu eldesi i¢in, doku homojenatlart oOncelikle 4°C
ayarlanmis soguk santrifiijde 600 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatan
almarak ependorf santrifiijiinde 10000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi, slipernatant alindi

ve -80°C’de derin dondurucuda saklanda.

3.5.6. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iilmesi (92):

Prensip: Oksidatif stresi belirlemede, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA
diizeyleri 6l¢iiliir. Olusan MDA, 100°C'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girer

ve 535 nm'de spektrofotometrik olarak absorbans veren renkli bir iiriin olusur.
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Islem: 0.5ml 6rnek iizerine 0.5ml distile su ve 2ml TCA-TBA-HCI ayiraci eklendi.
15dk 100°C'deki su banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve 10dk 3000 rpm

santrifiij edilerek elde edilen siipernatantin absorbansi kore karst okundu.

Ayiraglar: Triklorasetik asit-tiyobarbitiirik asit-hidroklorik asit ayiraci (TCA-TBA-
HCI): 375 mg TBA, 15ml %100'lik TCA ve 2.1ml derisik HCI karistirilarak 100ml'ye

distile su ile tamamlanda.

1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) standardi:10mM stok standard:22mg TEP 10ml distile
suda ¢oziildii. 10nmol/ml g¢aligma standardi: 10mM stok standarttan 100ul alindi ve

100ml'ye distile su ile tamamlanda.

Sonuglarin hesaplanmasinda ekstinksiyon katsayisi (¢ =1.56x10-5 M-1 cm-1) kullanildi

ve sonuglar nmol MDA/mgprotein , serum i¢in nmol/ml olarak verildi.

3.5.7. Glutatyon (GSH) diizeylerinin olciilmesi (93):

GSH diizeyleri, Elman ayiract (5,5°- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanilarak
tayin edildi. Bu ayiracin dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplar1 tarafindan
indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu basina 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik (DTNB) asit
olusmaktadir. Sar1 renkli bu iriin spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbans

vermektedir.

Islem: Dokularm 0.15 M KCI’deki %10’luk homojenatlarindan 0.5 ml alindi.
Hacimler 0.15M KCl ile 2 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi
eklendi ve bu karigim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 0.5 ml supernatan alinarak
tizerine 2 ml 0.3 M Na,HPO,4 ve 0.5 ml Ellman ayirac1 ilave edildi. Olusan renk 412

nm’de ayira¢ koriine kars1 okundu.
Aywraglar:

. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-
EDTA ve 30 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

e (0.3 M Na,HPO4: 42.6 g Na,HPO,4 1000 ml distile suda ¢oziindii.

e Ellman Renk Ayiraci: 4 mg 5.5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) 10 ml %
I’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

e GSH standardi: (0.1 mg/ml)
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Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi 13600 M'x cm™ ve standart

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar nmol GSH/mg protein olarak tanimlandi.
3.5.8.Total -SH diizeylerinin olciilmesi ( 94 ):

Plazma total tiyol seviyesi glutatyon, sistein, alblimin ve diger protein yapilardaki SH
gruplar1 tarafindan olusturulmaktadir. Bu tiyol gruplar1 viicudu oksidatif stresten
korumaya c¢alisan dogal antioksidanlardir ve oksidatif stresin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. -SH gruplar1 DTNB reaktifi ile alkali ortamda kromojen bilesik
meydana getirmektedir. Bu bilesigin 412 nm’de verdigi absorbansin 6rnek koriine karsi

okunmasiyla total-SH diizeyi belirlenmektedir.

Islem asagida Tablo 3.4.3’te gosterildigi gibi gergeklestirildi. Her bir drnek igin ayri
kor yapildi. Tim tiipler karistirildiktan sonra agizlart kapatildi ve 15-20 dk oda
sicakliginda bekletildi. 3000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant 412 nm’de kore

kars1 okundu.

Tablo3.1. Total —-SH diizeyi 6l¢iim Islemi

Kor Deney

Plazma 0,1ml [ 0,1 ml
Tampon 0,3ml | 0,3 ml
DTNB - 0,02 ml
Absolii metanol 1,6 ml | 1,58 ml

Ayiraglar:
e 10 mM DTNB (5,5'-Dithio-bis 2-nitrobenzoikasid): 4 mg DTNB 1 ml absolii
metanolde ¢oziildii.
e 0,25 M Tris-HCI, 3mM EDTA tamponu (pH:8.2): 30,275 g Tris 7,4 g EDTA
800 ml distile suda c¢oziilir HCl ile pH 8,2’ye ayarlanir ve 1 litreye
tamamlanir.
e Absolii metanol

Hesap: Sonuglarin hesaplanmasinda ekstinksiyon katsayisi (¢ =13,6x103 M-1 cm-1)
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kullanildi. Sonuglar pmol/ml serum olarak verildi.
3.5.9. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ol¢iilmesi (95):

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini
artirma yetenegi olarak Ol¢iiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu
stiperoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen
peroksit ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iirlin olusturur. SOD aktivitesi ne
kadar c¢ok ise renkli iiriin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli iiriin 460 nm’de
spektrofotometrik olarak saptanir.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine siras1 ile 2.6 ml 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH:7.8), 0.1 ml o-dianisidin ilave edilir. Kor tiipiine 0.1 ml distile su; standard
tiipiine 0.1 ml standart; deney tiipiine 0.05 ml postmitokondri fraksiyonu eklendi ve her
tiipe 30 saniye ara ile 0.2 ml riboflavin kondu, karistirildi ve 460 nm’deki absorbans
degerleri okundu.Tiipler 20W floresans lamba igeren 37° C’ye ayarlanmis 6zel bir kutuya
yerlestirildi ve tam 8 dakika siire ile floresans 1518a maruz birakildi. Siirenin bitiminde
tiiplerin absorbansi tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi.
Ayrica deney korii ve standart i¢in de ayni1 islemler yapildi.

Aywraglar:

e 0.1 mM EDTA igeren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

e 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 ml 10 mM potasyum fosfat

tamponunda (pH 7.5) de ¢oziindii.

e 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 ml distile suda ¢6ziindii.

e SOD (100 IU/ml) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi 100

IU/ml olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana
standarttan 0.1 ve 0.05 ml alinarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SOD
standardinin bulunmasi saglanda.

3.5.10. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin o6lciilmesi (96):

GSH-Px aktivite tayini iki reaksiyon ile gerceklesir. Birinci reaksiyonda H,O,
veya organik hidroperoksitler (ROOH) GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH
oksitlenmis GSH’a (GSSG) doniisiir. Ikinci reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R)
etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise NADPye oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de
absorbansda azalma olarak izlenir, ¢iinkii NADPH 340 nm’de bir absorbans verdigi halde,

NADP" bu dalga boyunda absorbans vermemektedir.
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GSH-P
ROOH + 2GSH —"%_» 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH* —SSHR__ 5GSH + NADP*

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 ml’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), | mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH,
I mM GSH, 0.5 IU/ml glutatyon rediiktaz, 1.2 mM kiimen hidroperoksit, ve degisik
oranlarda sulandirilmis post mitokondri fraksiyonu igerecek sekilde hazirlanmis ortamda
tayin edildi. Bu amacgla post mitokondri fraksiyonu sulandirildi ve ortama 0.05 ml
konuldu. Kiivetler 37° C’ye ayarlanmis termostath spektrofotometreye yerlestirildi ve 1’er
dakika arayla spektrofotometrede 340nm’de absorbans degisimi izlendi. Ayrica post
mitokondri fraksiyonu icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek enzimatik olmayan

degisim kayit edildi (kor deney).

Hesap: Sonuglar NADPH’in ekstinksiyon katsayist olan 6.22x 10° M'x cm™*den
yararlanilarak hesaplandi sonuglar nmol NADPH/mg protein/dakika, serum i¢in nmol/ml

olarak belirtildi.
3.5.11. Miyeloperoksidaz (MPOQO) aktivitesinin ol¢iilmesi (97):

Reaksiyon peroksidaz igeren bir soliisyonla okside olabilen bir substrat (o-dianisidine
dihidrochloride) ve H,O, varliginda gerceklesir. Peroksidaz enzimi  H,O, varliginda o-

dianisidine dihidrochlorid 15181 460 nm’de absorblayan bir chromophor’a oksitler.

Aywraglar:

e % 0.5 HTAB (Hexadecyltrimethlammanium bromide)

e 100 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 6.0)

e O-dianisidine dihydrochloride

e Hidrojen peroksit (H 0 )

e (Calisma ayiract: o-dianisidine/%0.0005 H,O, : taze hazirlanir. 16.7 mg o-
dianisidene 100 ml 50 mM fosfat tamponunda ¢oziiliir ve 200 pl %0.3 H ,0 ,

eklenir.

Islem: Dokudaki miyeloperoksidaz aktivitesi o-dianisidine yontemi ile &lgiildii.

Doku o6rnekleri potasyum fosfat tamponu iceren pH’in 6.0 oldugu 100 mmol/L hacminde
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%]1 ‘lik hekzadekiltrimetilamonyum bromid tamponunda homojenize edildi. Homojenat
ornekleri 10 sn boyunca sonikasyon edildikten sonra 3 kere dondurulup ¢6zdiiriildii. Daha
sonra 4 °C ‘de 15.000 xg “de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Olusan siipernatantin 100
pL tizerinede 2.9 ml o- dianisidine ¢alisma ayiract eklendi. Absorbanstaki degisiklikler
460 nm’de belirli araliklarla 3 dk siiresince izlendi. 1 iinite miyeloperoksidaz 25 °C

sicaklikta 1umol/dk/g yas doku H ,0 , ‘nin parcalanmasini saglayan aktivite birimidir.

Hesap: Sonuclar MPO’nun ekstinksiyon katsayisi olan 1.0062x10* M™'x cm™*den

yararlanilarak hesaplandi sonuglar U/mg protein/dakika olarak belirtildi.
3.5.12. Katalaz (KAT) aktivitesinin olciilmesi (98):

Bir {inite katalazin 1 nmol hidrojen peroksiti bir dakikada ayristirmasi prensibine

dayanilarak, meydana gelen renk degisimi spektrofotometrik olarak saptanmaktadir.

Islem: Hazirlanan postmitokondriden termostatli spekrofotometrede 37 °C lik deney
ortamina 30 ul Ornek tlizerine 670 pl H,O, , serum igin 5 pl serum tizerine 690 pul H,O,

konulduktan sonra absorbanstaki renk degisimi 240 nm de spekrofotometrede dl¢tildii.

Aywraglar:
e  50mM Potasyum fosfat tamponu ( pH: 7.4)

e 14 mM H ,0; (Potasyum fosfat tamponunda hazirlanir)

Hesap: H,Oy’nin ekstinksiyon katsayis1 olan 40 M 'xcm™ den yararlamlarak

hesapland1 ve pmol /mgprotein doku ve pmol/ml plazma olarak tanimlandi.
3.5.13. Protein tayini (99):

Doku homojenatlarinda ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktari
bisikoninik asit metodu ile belirlendi.

Islem: 200 pl protein renklendirici ayiraci iizerine degisik oranda sulandirilmis
doku homojenatlarindan veya post mitokondri fraksiyonlarindan 10 [J1 ilave edildi.
Karistirtldiktan sonra 37° C’de 30 dakika beklendi. Oda 1sisinda sogutuldu ve olusan
rengin absorbans1 562 nm’de ELISA’da okundu.
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Aywraglar:

e Bisikonik asit (Bicinchoninic acid solution=Sigma B 9643)
o %4 CuSOy4
e Protein renklendirme ayiraci:10 ml bisikonik asit ¢ozeltisi iizerine 0.2 ml %4

Cu SOy ekleyerek hazirlandi.

3.6.Istatistiksel Analiz
[statistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak SPSS 15

kullanildi. Sayisal degiskenler ‘ortalama + standart sapma’ seklinde sunuldu. Istatiksel
degerlendirmeler icin One-Way ANOVA (post-hoc Turkey) testi kullanildi.
Biyokimyasal bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki
anlamli farklarin belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin
belirlenmesinde de Mann- Whitney U testi kullanildi. Kruskal- Wallis testi i¢in p < 0.01
degerleri ve Mann-Whitney U testi i¢in p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4.BULGULAR
4.1.Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Serum degerleri bivokimyasal degerlendirme sonuclari

Deney gruplarinin Serum MDA, Total-SH GSH, SOD, GSH-PX, KAT, degerleri
sirasiyla Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3’te; bu degerlerin gruplara gore ortalama ve standart

sapmalar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4-1: Kontrol grubu serum biyokimyasal degerlendirme sonuclari

Kontro mda gshnmol/  sodU/ml gpxnmol/  Katalaz

I serum nmol/ml ml ml mikromol/ ml

1 3.1104 294 13.5108 420.8 118.125
2 3.7632 279.3 10.7586 353.6 73.125
3 4.3008 269.01 12.0096 321.6 88.125
4 3.6864 273.42 11.5092 307.2 125.625
5 5.0304 260.19 12.51 312 133.125
6 4.608 271.95 14.0112 308.8 130
7 4.5312 235.2 9.0072 281.6 102.5
8 3.2256 294 11.0088 308.8 120.625
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Tablo 4-2 : IR+SF grubu serum biyokimyasal sonuglari

I/R+SF mda nmol/ml gshnmol/ml sodU/ml  gpxnmol/ml Katalaz
serum mikromol/
ml
1 2.3808 296.94 11.5092 484.8 153.75
2 2.6112 244.02 10.7586 374.4 99.375
3 2.0736 277.83 13.5108 334.4 110.625
4 2.3424 295.47 12.2598 336 148.75
5 2.2272 258.72 14.5116 337.6 93.75
6 2.5728 22491 14.0112 377.6 127.5
7 2.6112 174.93 11.7594 299.2 132.5
8 2.3040 288.12 12.0096 372.8 133.125
Tablo 4-3: Ozon grubu Serum biyokimyasal sonuglari
Gsh Gpx Katalaz
Ozon mda nmol/ml nmol/ml Sod U/ml nmol/ml mikromol/
serum ml
1 2.3808 267.54 13.2606 356.8 100
2 2.6112 261.66 10.008 265.6 127.5
3 2.3808 264.6 10.5084 296 88.75
4 2.4576 270.48 13.5108 235.2 93.75
5 2.0736 273.42 13.5108 460.8 190
6 2.3808 258.72 10.5084 254.4 121.25
7 2.2656 249.9 10.5084 353.6 128.125
8 2.0352 219.03 11.7594 350.4 141.25
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Tablo 4-4: Kontrol, Iskemi-Reperfiizyon+SF, Ozon tedavisi yapilan siganlarda

serum MDA ve

total-SH diizeyleri ve siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, Katalaz  aktiviteleri
(ortalama + SD).

MALONDIA Total -SH SUPEROKSIT | GLUTATYON KATALAZ
LDEHIT (uM/L) DiISMUTAZ PEROKSIDAZ pmol/ml
(nmol/ml) (n=8) (U/ml) (nmol/dak/ml) (n=8)

(n=8) (n=8) (n=8)

Kf;;‘}%‘& a a a [ 124922100
[RASF 2.38 10.19b 257.61 i42.10a 12.54 i1.32a 364.60 i55.44a 111.4Oi21.503
OZON 4.02+0.68 272.13 £18.99 11.79 £1.60 326.80 +42.88" | 123.82+32.55

2.33+0.19* 258.16+ 17.42° 11.69 £1.51° 321.60 £73.91°

Ayni harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir

MDA plazma degeri, IR+SF grubunda kontrol grubu plazma degerine gdre anlamli

olarak artt11 (p < 0.05 ), Ozon grubunda ise plazma MDA degeri IR+SF grubu plazma

degerine gore anlamli olarak azaldigi (p<0.05 ) saptandi. Total-SH, SOD, Glutatyon

peroksidaz, katalaz plazma diizeyleri Kontrol, IR+SF

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-4).

ve Ozon gruplarinin plazma
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Kontrol

E MDA

Sekil 4-1: MDA ’nin (umol/L) gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi

[R+SF grubunda plazma MDA degerinin kontrol grubuna gére anlamli diizeyde arttig
bulundu. Ozon grubu plazma MDA degerlerinin ise /R + SF grubuna gore anlamli
diizeyde azaldigr bulundu (p<0.05 ). Kontrol grubu plazma MDA degerleri ile Ozon
grubu plazma MDA degerleri arasinda anlamli fark bulunamadi (p> 0.05) ( Tablo 4-4,
sekil 4-1).
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glut.
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Sekil 4-2: Total -SH (uM/L) , SOD (U/ml), Glutatyon peroksidaz (nmol/dak/ml), Katalaz
enziminin (umol/ml) plazma degerlerinin gruplar arasi grafiksel analizi

Gruplara ait Total —SH , SOD, Glutatyon peroksidaz, Katalaz enziminin plazma

degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0.05) (Tablo 4-4, sekil 4- 2).
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4.2. Doku gruplar1 biyokimyasal degerlendirme sonuclari

Tablo 4-5: Kontrol grubu KC dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

=
@

L 9 N N A W N

mda
nmol/ml

11.0
10.3
8.8
8.2
10.1
11.6
12.4
9.8

mda
nmol/

mgpr

(1)

0.63
0.61
0.48
0.40
0.56
0.67
0.68
0.55

Gsh

nmol/ml

401.40
546.96
538.14
577.84
502.85
388.17
383.76
419.05

Gsh
nmol/mg
protein

22.96
32.17
29.50
28.33
27.75
2241
21.23
23.54

Sod
U/ml

149.37
142.10
137.11
142.56
138.47
133.48
142.56
134.84

SODU/m

g protein nmol/ml

10.37
10.52
9.38
11.21
9.07
9.73
10.11
9.01

Gpx

6016.
4888.
5944.
6528.
5000.
7040.
6880.
5256.

Gpx Kat
nmol/mgf mmol/
prtein ml
417.80 11.37
361.80 6.46
406.80 6.12
513.20 7.66
327.40 6.37
513.10 5.54
487.90 9.41
351.10 11.33

kat
mm
ol/m

gpr/
dk

0.65
0.38
0.34
0.38
0.35
0.32
0.52
0.64

mpo
nmol/ml

691.20
967.95
766.80
689.85
697.95
405.00
371.25
633.15

mpon
mol/m
gpr

90.0
83.9
64.0
62.5
50.7
293
24.8
37.1

mpo
icin pr

7.68

11.54
11.98
11.04
13.76
13.82
14.96
17.08

kat i¢in
pr

17.48
17
18.24
20.4
18.12
17.32
18.08
17.8
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Tablo 4-6: Kontrol grubu miyokard dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Myokd

0 9 O W kA W N =

mda
nmo
1/ml

3.9
4.0
59
4.1
4.2
3.5
3.1
6.4

mda
nmol/

mgpr
0

0.26
0.34
0.32
0.29
0.31
0.24
0.31
0.31

Gsh
nmol/ml

458.74
485.21
621.95
361.70
494.03
511.68
414.63
617.54

Gsh
nmol/m

g
protein

30.83
40.71
33.73
25.76
36.87
35.34
40.65
29.63

sodU/ml

53.12
74.00
70.82
62.65
63.11
63.11
67.19
49.94

SOD
U/mg
protei
n

7.04
10.1
8.74
7.16
7.17
7.79
8.90
6.32

Gpx
nmol/m
1

2624.
2192.
1920.
1928.
1776.
2344.
2000.
1696.

Gpx
nmol/m
gfprtei
n

347.5
301.1
237.0
220.3
201.8
289.4
264.9
214.7

katm
mol/
ml

5.00
1.50
2.58
1.67
1.17
1.00
1.50
1.33

kat
mmol
/mgpr
/dk

0.34
0.13
0.14
0.12
0.09
0.07
0.15
0.06

mpo
nmol/ml

564.30
772.20
579.15
558.90
607.50
666.90
441.45
756.00

Mpo
nmol/m
gpr

42.00
60.20
40.20
64.80
39.70
58.90
35.80
54.30

mpo
icin pr

13.44
12.82
14.42
8.62

15.30
11.32
12.32
13.92

kat
icin pr

14.88
11.92
18.44
14.04
13.4

14.48
10.2

20.84
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Tablo 4-7: Kontrol Grubu akciger dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

A mda
k nmol

C

RIS N A WN -

/ml

6.4
5.3
7.0
6.5
7.6
5.3
6.8
4.8

mda
nmol/
mgpr
0
0.35
0.30
0.34
0.43
0.48
0.47
0.34
0.37

Gsh
nmol

ml

617.54
476.39
458.74
480.80
467.57
582.25
361.70
361.70

Gsh
nmol/m

g

protein

33.78
26.41
22.49
31.55
29.67
51.62
18.16
28.17

sodU/ml

53.12
42.22
33.60
41.31
29.51
37.23
61.74
66.28

SODU

/mg
protei
n
5.74
4.47
3.54
4.86
4.07
7.74
7.14
8.39

Gpx
nmol/ml

2392.0
1320.0
1096.0
1176.0
1096.0
1232.0
1024.0
1088.0

Gpx Kat
nmol/m mmol/
gfprtein ml
258.6 1.17
139.8 1.67
1154 3.21
138.4 1.67
151.2 1.71
256.1 1.67
118.4 4.41
137.7 2.79

kat
mmol/
mgpr/

dk
0.06
0.09
0.16
0.11
0.11
0.15
0.22
0.22

mpo
nmol/ml

426.6
251.1
378.0
450.9
356.4
253.8
307.8
140.4

mpon
mol/m
gpr

40.9
29.8
33.2
46.4
43.9
38.9
28.4
25.4

mpo
icin pr

10.44
8.44
11.40
9.72
8.12
6.52
10.82
5.52

kat icin
pr

18.28
18.04
20.4

15.24
15.76
11.28
19.92
12.84
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Tablo 4-8: Kontrol grubu bobrek dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

mda
nmol/
ml

21.7
19.6
22.5
16.7
16.6
15.9
20.4
16.5

mda
nmol/
mgpr
0
2.00
1.19
1.47
1.12
1.60
1.23
1.21
1.21

Gsh
nmol
ml

361.70
401.40
613.13
661.65
546.96
560.20
635.18
577.84

Gsh
nmol/m
g
protein
33.24
24.48
40.13
44 .47
53.00
43.09
37.72
42.24

sodU/ml

101.70
84.44
88.98
92.62
103.51
101.7
99.88
85.35

SODU/
mg
protein

13.93
11.26
11.12
11.58
11.88
11.56
14.27
11.77

gpxnmol/ Gpx

ml

1360.0
920.0

1264.0
1016.0
1472.0
1560.0
1440.0
2552.0

nmol/m
gf
prtein
186.3
122.7
158.0
127.0
169.0
177.3
205.7
352.0

Kat
mmol/
ml

2.92
2.21
2.12
1.83
2.58
2.29
3.46
2.12

kat
mmol/
mgpr/
dk

0.27
0.13
0.14
0.12
0.25
0.18
0.21
0.16

mpo
nmol/ml

280.80
307.80
481.95
286.20
257.85
302.40
252.45
241.65

mpon
mol/
mgpr

24.9
26.5
42.4
16.8
22.3
26.0
20.3
21.7

mpo
icin pr

11.26
11.62
11.38
17.08
11.54
11.62
12.42
11.12

kat icin
pr

10.88
16.4
15.28
14.88
10.32
13
16.84
13.68
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Tablo 4-9: Kontrol grubu gastroknemius kas dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Kas mda mda gshnmolml gshnmol/ sodU/ml SODU/ gpxnmol/ gpxnmol Kat kat mpo Mpo
Kn nmol/ nmol/ mg mg ml /mgf mmol/ mmol/ nmol/ml nmol/mg
t ml mgpro protein protei prtein ml mgpr/d pr
n k

1 7.4 0.44 573.43 33.57 29.06 6.40 1024.0 225.6 1.08 0.06 95.85 11.80
2 3.8 0.36 432.28 41.09 25.42 5.98 1504.0 353.9 0.96 0.09 110.70 10.20
3 3.5 0.34 494.03 47.14 43.13 8.56 1704.0 338.1 0.92 0.09 66.15 5.50
4 4.0 0.34 339.65 28.69 39.50 8.14 1560.0 321.6 0.87 0.07 66.15 6.90
5 2.5 0.24 357.29 35.17 36.32 7.90 1632.0 354.8 0.96 0.09 76.95 8.90
6 4.8 0.23 392.58 18.91 23.15 5.79 1392.0 348.0 1.12 0.05 103.95 12.70
7 4.4 0.24 374.94 20.74 31.33 5.80 1680.0 311.1 0.83 0.05 49.95 8.60
8 6.3 0.35 396.99 22.01 28.15 4.73 1744.0 293.1 0.92 0.05 101.25 23.40

mpo
icin
pr

8.12
10.82
12.06
9.60
8.62
8.18
5.84
4.32

kat icin

pr

17.08
10.52
10.48
11.84
10.16
20.76
18.08
18.04
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Tablo 4-10 : I/R + SF grubu KC dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

0 NNV WN =T+ "

mda
nmol/m
1

12.6
18.0
11.7
17.5
12.7
11.1
16.8

10.6

mda
nmo
I/mg
pro

1.22
1.09
0.90
0.80
0.66
0.76
0.82

0.51

gshnmol
ml

299.95
216.14
229.37
269.07
317.59
361.70
401.40

410.22

gshnmo
I/mg
protein

29.06
13.02
17.64
12.21
16.58
24.77
19.60

19.57

sodU/ml

127.12
162.53
207.93
174.34
169.80
155.27
109.87

145.28

SODU/
mg
protein

14.65
18.06
16.63
15.85
16.98
16.12
10.77

15.36

gpxnmo

I/ml

1856.0
1464.0
1792.0
1808.0
1880.0
1048.0
3064.0

1656.0

gpxnm
ol/mgf
prtein

213.8
162.7
143.4
164.4
188.0
108.8
300.4

175.1

katm
mol/
ml

7.87
4.58
10.04
7.16
7.16
7.71
6.50

791

kat
mmol/
mgpr/
dk

0.76
0.28
0.77
0.33
0.37
0.53
0.32

0.38

mpo
nmol/m
1

889.65
918.00
1111.05
1032.75
1620.0
873.45
1547.1

1493.1

mponm
ol/mgpr

64.5
74.5
99.4
82.0
160.1
70.6
158.5

188.5

mpo
icin
pr

13.80
12.32
11.18
12.60
10.12
12.38
9.76

7.92

kat i¢in
pr

10.32
16.6
13
22.04
19.16
14.6
20.48

20.96
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Tablo 4-11: I/R + SF grubu miyokard dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglar1

i/ mda
R nmol/
+ ml
SF

7.80
6.50
7.10
6.30
4.80
7.30
5.10
6.20

AN AW -

Not: Tabloda ki 0.00 yazilan parametreler

mda
nmol/
mg
pr

0.43
0.45
0.50
0.43
0.30
0.62
0.39
0.49

Gsh
nmolml

361.70
330.83
366.11
335.24
414.63
361.70
335.24
295.54

Gsh
nmol/
mg
protein

19.83
23.17
26.08
23.02
25.85
30.65
25.63
23.23

Sod
U/ml

182.51
167.07
148.91
362.29
150.73
131.66
141.65
108.05

SODU
/mg
protei
n

26.07
28.08
27.07
35.87
22.17
21.94
23.03
19.12

gpxnmo
I/ml

1736.0
1216.0
1256.0
1232.0
1280.0
1184.0
744.0

1184.0

Gpx
nmol/
mgfpr

248.0
204.4
228.4
122.0
188.2
197.3
121.0
209.6

kat
mm

ol/m
1

1.83
3.17
2.17
1.21
2.62
1.96
1.54
1.17

kat
mm
ol/m

gpr/
dk

0.10
0.22
0.15
0.08
0.16
0.17
0.12
0.09

mpo
nmol/ml

1769.85
2012.85
1489.05
0.00
0.00
1170.45
0.00
0.00

Mpo

nmol/mgp

r

120.10
224.60
121.90
118.00
121.00
148.50
114.00
124.00

mpo
icin
pr

14.74
8.96
12.22
11.08
11.24
7.88
7.76
6.44

kat
icin
pr

18.24
14.28
14.04
14.56
16.04
11.8
13.08
12.72

teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadigr veya hatali ¢ikan sonuglari
gostermekte olup istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.

51



Tablo 4-12: I/R+SF grubu akciger dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglart

I/
R
+S
F

1

RIS A WN

mda
nmol/

ml

7.20
5.90
6.00
6.20
5.70
6.60
7.40
9.80

mda
nmol/

mg
pr

0.78
1.14
1.03
1.24
0.61
1.25
1.35
0.93

Gsh

nmolml

238.19
295.54
242.61
220.55
291.13
194.08
163.21
220.55

Gsh
nmol/
mg
protei
n
26.00
56.83
41.83
4411
30.84
36.76
29.57
20.96

Sod
U/ml

82.63
77.18
60.84
54.48
42.68
43.58
40.86
37.23

SOD
U/mg
protei

n

11.80
13.19
9.16
10.18
6.94
8.38
6.68
7.09

Gpx
nmol/m
1

1200.0
1064.0
1240.0
864.0
960.0
712.0
848.0
888.0

Gpx
nmol/

mgfpr

171.4
181.9
186.7
161.5
156.1
136.9
138.6
169.1

Kat
mmol/
ml

1.71
1.37
2.58
1.75
1.33
1.62
0.75
0.75

kat mpo Mpo
mmol/ nmol/m nmol/m
mgpr/ 1 gpr
dk
0.19 244.35 26.40
0.26 170.10 19.90
0.45 359.10 40.70
0.35 184.95 27.80
0.14 205.20 28.20
0.31 175.50 23.60
0.14 252.45 38.50
0.07 247.05 33.50

mpo
icin
pr

9.26
8.54
8.82
6.66
7.28
7.44
6.56
7.38

kat
icin
pr

9.16
52
5.8

9.44
5.28
5.52
10.52
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Tablo 4-13: I/R +SF grubu bobrek dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglar

i/R
+
SF

1

LIS N AW

mda
nmol/ml

28.80
24.70
28.50
25.30
22.70
24.40
23.60
23.80

mda
nmol/
mg
pr

2.13
2.26
1.85
232
1.75
1.61
1.42
1.79

Gsh
nmolml

247.02
295.54
361.70
282.30
211.73
383.76
286.71
348.47

Gsh
nmol/
mg
protei
n
18.27
27.06
23.55
25.95
16.39
25.31
17.27
26.16

Sod
U/ml

67.19
75.36
77.18
71.73
58.11
72.64
49.94
56.30

SODU
/mg
protei
n

12.13
13.65
18.73
11.04

9.77
13.16
8.98
11.70

Gpx
nmol/ml

880.00
1072.0
1216.0
1344.0
664.00
1248.0
1168.0
1424.0

Gpx
nmol/m
gfpr

158.8
194.2
295.1
206.8
111.6
226.1
210.1
296.0

Kat
mmo
1/ml

2.71
2.83
2.04
2.46
3.25
3.25
3.00
4.75

kat
mmo
1/mg
pr/d
k
0.20
0.26
0.13
0.23
0.25
0.21
0.18
0.36

mpo
nmol/m
1

160.65

118.80

72.90
155.25
178.20
198.45
162.00
149.85

Mpo
nmol/
mgpr

21.9
19.0
11.7
17.3
11.6
26.0
16.1
15.0

mpo
icin
pr

7.34
6.24
6.24
8.98

15.34
7.64

10.08
9.98

kat
icin pr

13.52
10.92
15.36
10.88
12.92
15.16

16.6
13.32
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Tablo 4-14: I/R +SF grubu gastroknemius kas dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

K
as

Oo\lO\Lh-lkUJl\)v—‘

mda
nmol
/ml

4.7

7.6
59
7.5
8.4
8.2
6.0
4.2

mda
nmol/
mg
pr

0.32

0.53
0.39
0.70
0.82
0.86
0.45
0.39

Gsh
nmolml

264.6

194.0
220.5
189.6
202.9
242.6
2823
264.6

Gsh
nmol/
mg
protei
n

18.1

13.5
14.5
17.7
19.8
253
21.0
24.4

Sod
U/ml

35.87

35.87
26.79
39.50
34.96
37.68
39.04
39.04

SODU/
mg
protein

941

8.71
8.50
8.55
9.20
10.05
9.27
8.54

Gpx
nmol/ml

688.0

648.0
544.0
664.0
568.0
560.0
712.0
864.0

Gpx
nmol/m
gfpr

180.6

157.3
172.7
143.7
149.5
149.3
169.1
189.1

Kat
mmol/
ml

0.71

2.04
1.21
0.67
1.00
0.92
0.87
1.17

kat
mmol/
mgpr/
dk

0.05

0.14
0.08
0.06
0.10
0.10
0.07
0.11

mpo
nmol/ml

464.4

248.4
521.1
330.75
434.7
479.2
487.3
457.6

Mpo
nmol/
mgpr

44.7

325
535
32.4
38.1
43.3
57.7
54.7

mpo
icin
pr

10.4

7.64
9.74
10.2
11.40
11.08
8.44
8.36

kat i¢in
pr

14.56

14.28
15.16
10.68
10.24
9.56
13.44
10.84
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Tablo 4-15: Ozon grubu KC dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Ozon
KC

0NN N bk W~

mda
nmol/
ml

12.4
12.3
14.1
12.9
14.0
12.4
12.2
12.5

mda
nmol/
mg
pr

0.75
0.59
0.66
0.61
0.66
0.59
0.48
0.52

Gsh
nmolml

485.2
467.5
520.5
467.5
516.0
538.1
661.6
507.2

Gsh
nmol/m

g
protein

29.44
22.44
24.46
22.31
24.25
25.43
26.21
21.10

Sod
U/ml

92.62
107.6
98.52
98.97
115.77
122.58
118.49
115.32

SODU/
mg
protein

9.40
10.63
10.83
8.84
11.12
791
9.01
10.37

Gpx
nmol/m
1

3424.
3696.
3424.
3536.
2640.
5880.
4120.
2920.

Gpx
nmol/m
gfpr

347.6
365.2
376.3
315.7
253.6
379.4
313.3
262.6

Kat
mmol
/ml

9.5
9.8
10.33
3.96
9.50
10.4
12.3
7.58

kat
mmol/
mgpr/
dk

0.58
0.47
0.49
0.19
0.45
0.49
0.49
0.32

mpo
nmol/ml

832.95
1193.4
687.15
1046.2
1053.0
903.15
615.6

718.2

Mpo
nmol/m
gpr

98.90
114.1
80.50
136.6
84.40
94.30
69.00
104.1

mpo
icin
pr

8.42
10.46
8.54
7.66
12.48
9.58
8.92
6.90

kat i¢in
pr

16.48
20.84
21.28
20.96
21.28
21.16
25.24
24.04
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Tablo 4-16: Ozon grubu miyokard dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

mda
nmol/
ml

5.60
5.90
4.80
4.30
4.60
3.60
7.20
7.60

W\IG\UI-BQJNF—ﬂ':‘.ONO

mda
nmol/

mg
pr
0.35

0.26
0.22
0.19
0.22
0.25
0.26
0.53

Gsh

nmolml

485.21
467.57
529.32
595.49
494.03
529.32
573.43
573.43

Gsh

nmol/m

g

protein

30.48
20.80
24.92
26.44
23.13
36.76
20.69
40.27

Sod
U/ml

63.56
50.85
37.23
34.96
28.60
21.79
20.88
41.77

SODU

/mg
protei
n
7.95

6.73
5.55
6.83
6.30
4.25
4.14
7.31

Gpx

nmol/ml

1928.0
1504.0
1360.0
1336.0
1040.0
1472.0
1472.0
1216.0

Gpx Kat
nmol/m mmol
gfpr /ml
241.0 2.62
199.2 1.62
202.7 2.17
260.9 1.96
229.1 2.33
286.9 4.62
292.1 4.29
213.0 4.58

kat
mmol

/mgp
r/dk

0.16
0.07
0.10
0.09
0.11
0.32
0.15
0.32

mpo
nmol/ml

965.25

1167.75
857.25

1004.40
1048.95
1491.75
1436.40
1151.55

Mpo
nmol/m
gpr

137.90
154.90
137.80
150.40
121.10
165.40
175.20
148.40

mpo kat icin

icin pr
pr
7.00 15.92
7.54 22.48
6.22 21.24
6.68 22.52
8.66 21.36
9.02 14.4
8.20 27.72
7.76 14.24
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Tablo 4-17: Ozon grubu akciger dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Ozon nmol/

akc

0O N L W~

mda

ml

5.20
4.60
4.40
5.50
5.90
6.10
6.40
6.60

mda
nmol/
mg
pr

0.38
0.40
0.55
0.44
0.50
0.58
0.62
0.65

Gsh
nmolml

449.92
485.21
286.71
247.02
326.41
396.99
366.11
370.52

Gsh
nmol/m

g
protein

32.89
41.83
36.02
20.12
28.04
37.45
35.34
36.47

Sod
U/ml

43.13
39.50
43.13
36.32
39.95
32.69
24.97
8.17

SODU

/mg

protei

n

7.83
8.68
7.83
6.32
6.55
5.02
3.12
1.17

Gpx
nmol/ml

592.0
816.0
896.0
864.0
656.0
992.0
1344.
1096.

Gpx Kat
nmol/m mmol/
gfpr ml
107.4 1.50
179.3 1.12
162.6 1.08
150.3 1.50
107.5 3.29
152.4 1.42
168.0 2.25
156.6 1.21

kat
mmol/
mgpr/

dk

0.11
0.10
0.14
0.12
0.28
0.13
0.22
0.12

mpo
nmol/ml

340.20
255.15
270.00
280.80
243.00
233.55
226.80
303.75

Mpo
nmol/
mgpr

36.7
27.6
29.0
37.8
23.5
24.0
24.5
38.1

mpo
icin
pr

9.26
9.24
9.32
7.42
10.34
9.74
9.26
7.98

kat
icin pr

13.68
11.6
7.96

12.28

11.64
10.6

10.36

10.16
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Tablo 4-18: Ozon grubu bdbrek dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

> BEN [ RNV, IIN SNV I S I R CR e a o v v

mda
nmol/
ml

16.3
16.1
20.0
23.6
19.1
20.0
213
22.9

mda
nmol/
mg
pr

1.46
1.60
1.53
1.46
1.06
1.08
1.12
1.27

Gsh
nmolml

330.83
286.71
414.63
502.85
494.03
494.03
608.72
485.21

Gsh
nmol/m

g
protein

29.64
28.56
31.80
31.19
27.39
26.56
32.17
26.90

Sod
U/ml

46.76
56.30
49.03
44.49
51.76
40.41
48.58
48.58

SODU Gpx
/mg nmol/ml
protei

n

6.23 1264.
7.37 1728.
6.49 1520.
7.16 1424.
8.48 1232.
6.36 1184.
6.23 1528.
7.66 1296.

Gpx
nmol/m
gfpr

168.3
226.2
201.1
229.3
202.0
186.5
195.9
204.4

Kat
mmol/
ml

2.42
3.29
4.12
4.58
1.46
2.42
2.92
4.50

kat
mmol/
mgpr/
dk

0.22
0.33
0.32
0.28
0.08
0.13
0.15
0.25

mpo
nmol/ml

118.80
167.40
132.30
217.35
143.10
129.60
140.40
175.50

Mpo
nmol/
mgpr

15.9
22.4
18.1
24.8
27.5
18.0
16.0
17.0

mpo
icin
pr

7.48
7.48
7.32
8.76
5.20
6.54
7.86
10.4

kat
icin pr

11.16
10.04
13.04
16.12
18.04
18.6

18.92
18.04
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Tablo 4-19: Ozon grubu gastroknemius kas dokusu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

mda
nmol
/ml

3.9
3.6
4.5
4.8
3.1
4.2
4.3
4.0

mda
nmol/
mg
pr

0.21
0.22
0.26
0.26
0.20
0.31
0.23
0.21

Gsh
nmolml

388.17
370.52
330.83
379.35
361.70
361.70
344.06
313.18

Gsh
nmol/mg
protein

20.91
22.54
18.93
20.94
23.19
26.60
18.42
16.55

Sod
U/ml

18.16
16.57
27.24
23.84
18.61
18.61
23.15
12.71

SODU
/mg
protei
n

3.63
3.60
4.54
6.71
3.58
3.21
5.09
3.06

Gpx
nmol/ml

800.0
648.0
768.0
648.0
1688.0
1072.0
1216.0
1192.0

Gpx Kat
nmol/m mmol/

gfpr ml
160.0 1.00
140.9 2.79
128.0 0.92
182.5 1.08
324.6 1.37
184.8 0.79
267.3 1.46
287.2 1.92

kat
mmol/
mgpr/

dk

0.05
0.17
0.05
0.06
0.09
0.06
0.08
0.10

mpo
nmol/ml

102.6
112.05
63.45
66.15
79.65
105.3
52.65
89.10

Mpo
nmol/
mgpr

13.3
12.3
6.5
7.0
7.1
12.5
6.1
10.1

mpo
icin
pr

7.70
9.14
9.70
9.46
11.22
8.44
8.68
8.82

kat icin
pr

18.56
16.44
17.48
18.12
15.6

13.6

18.68
18.92
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Tablo 4-20: Kontrol, iskemi-reperfiizyon, Ozon tedavisi yapilan siganlarda karaciger,

kalp, akciger, bobrek, kas dokularinda siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz,

miyeloperoksidaz aktiviteleri (ortalama + SD).

si'JPEROKsiT GLUTATYON KATALAZ MIYELOPEROKS
DISMUTAZ PEROKSIDAZ (nmol/dak/mg iDAZ
(U/mg protein) (nmol/dak/mg protein) ( pmol /dak/mg
(n=8) protein) (n=8) protein)
(n=8) (n=8)
KARACIGE
R

KONTROL 9.92 +0.76° 42238 +74.84° 0.44 +£0.13* 55.28 £24.22°
IR+SF 15.55+2.19° 182.07 £56.87° 0.46 +0.19a 112.26 +48.93°
0OZON 9.76 +1.13% 326.71+ 49.14° 0.43 +£0.12° 97.73 421.15*°
KALP

KONTROL 7.91 £1.26° 259.58 +£50.39° 0.13 +0.08* 49.48 +11.25
iR+SF 2542 +5.17° 189.86 +46.09° 0.13 +0.04° 136.51 +£37.05°
0ZON 6.13 +1.38° 240.62 £36.35*° 0.16 £0.10* 148.88 +16.98%°

AKCIGER

KONTROL 5.74 +1.81° 164 .45 £58.51° 0.14 +0.05 35.86 +7.73%
iR+SF 9.17 £2.39° 162.77 £18.33% 0.23 £0.12° 29.82 +7.19°
0OZON 5.81 £2.57° 148.01 £26.67° 0.15 +£0.06* 30.15 +6.39°

BOBREK

KONTROL 12.17 £1.21° 187.25+72.27° 0.18 +£0.05* 25.11 +7.68°
iR+ SF 12.06+2.98° 208.8+59.41% 0.20+0.08* 20.36:+10.222
0OZON 6.99 £0.8 1° 201.71+19.82° 0.22 +0.09° 19.96 +4.38°

KAS

KONTROL 6.66 +1.36° 318.27 +43.36* 0.06 +0.01° 11.00 +5.54°
iR+SF 8.97 £0.57° 161.52 +16.18* 0.09 £0.02° 44.60 +10.73°
0ZON 4.17 £1.22° 209.41 +£73.44° 0.08 +0.03* 9.36 +3.02°
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Doku gruplar1 degerlendirilmesinde ise KC, kalp, akciger, gastroknemius kasinda
SOD aktivitesi I/R+SF grubunda kontrol grubuna gére anlamli arttigi (p < 0.05), Ozon
grubunda ise IR+SF grubuna gére anlamli olarak azaldig1 (p < 0.05 ) saptandi. Bébrek
dokusunda IR+SF grubunda SOD aktivitesinde kontrol grubuna gére anlamli degisiklik
tespit edilmezken, ozon grubunda kontrol grubu ve IR+SF grubuna gére SOD diizeyi
anlamli olarak azalmistir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi KC ve kalp dokusunun I/R+SF
grubunda kontrol grubuna gore anlamli azaldigi, ozon grubunda ise IR+SF grubuna gore
anlamli arttig1 saptandi. Akciger dokusu, Glutatyon peroksidaz aktivitesi ise kontrol ve
I/R+SF gruplart arasinda anlamli fark saptanmezken, Ozon grubunda Glutatyon
peroksizdaz aktivitesinin kontrol ve IR+SF grubuna gére anlamli azaldig1 tespit edildi.
Bobrek ve kas dokusunda ise kontrol, IR+SF ve ozon gruplarinda Glutatyon peroksidaz
aktivitesi istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Katalaz enzim diizeyinde doku
gruplarinda kontrol, IR+SF ve ozon gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilemedi. MPO
aktivitesi , KC dokusunun IR+SF grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak artarken,
Ozon grubunda IR+SF grubuna gore anlamli azaldig1 tespit edildi. Kalp dokusunda MPO
aktivitesinin IR+SF grubunda kontrol grubuna gore anlamli artt1g1 tespit edilirken, Ozon
grubunda ise IR+SF grubuna gére anlamli olarak arttign tespit edilmistir. Akciger ve
bobrek dokularinda MPO  aktivitesi gruplar arasinda anlamli farklilik tespit
edilememistir. Kas dokusunda MPO aktivitesi kontrol grubuna gore IR+SF grubunda
artmis olarak tespit edilirken, Ozon grubunda ise IR+SF grubuna gére anlamli azaldig

tespit edilmistir (Tablo 4-20).
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Sekil 4-3: SOD (U/ml) aktivitesinin KC, Kalp, Akc, Bobrek, Kas dokularinda gruplar
aras1 degerlerinin grafiksel analizi

KC, akciger, kas, dzellikle kalp dokusunda SOD aktivitesi IR+SF grubunda kontrol
grubuna gére anlamli arttigi (p < 0.05), Ozon grubunda ise SOD aktivitesi IR +SF
grubuna gore anlamli olarak azaldigi (p< 0.05 ) saptandi. Bobrek dokusunda SOD
aktivitesi IR +SF grubunda, kontrol grubuna gére anlamli bir degisiklik tespit edilmedi.

SOD aktivitesi Ozon grubunda, IR+SF ve kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig
tespit edildi (Tablo 4-20, sekil 4-3).
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Sekil 4-4: Glutatyon peroksidaz (nmol/dak/mg protein) aktivitesinin KC, Kalp, Akc,
Bobrek, Kas dokularinda gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi KC ve kalp dokularinda , kontrol grubu ile
karsilastirildiginda IR+SF grubunda anlamli olarak azaldigi, ozon grubunda ise IR+SF
grubuna gore anlaml arttig1 saptandi. Akciger dokusu Glutatyon peroksidaz aktivisinde
ise kontrol ve IR gruplar arasinda anlamli fark saptanmezken, Ozon grubunda Glutatyon
peroksizdaz aktivitesi kontrol ve IR+SF gruplarina gére anlamli azaldig1 tespit edildi.
Bobrek ve kas dokusunda ise kontrol, IR+SF ve ozon gruplari arasmda Glutatyon

peroksidaz aktivitesi istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-20, sekil 4-
4).
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Sekil 4-5: Katalaz (umol/dak/mg protein) aktivitesi KC, Kalp, Akc, Bobrek, Kas

dokularinda gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi

Katalaz enzim aktivitesi , KC, kalp, akciger, bobrek, kas dokularinda kontrol, IR+SF

ve ozon gruplar1 arasinda degerlendirildiginde anlaml fark tespit edilemedi (Tablo 4-20,

sekil 4-5).
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Sekil 4-6: MPO (umol/dak/mg protein) diizeyinin KC, Kalp, Akc, Bobrek, Kas
dokularinda gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi

MPO aktivitesi , KC dokusunun IR+SF grubunda kontrol grubuna gére anlaml
olarak artt131 tespit edildi, Ozon grubunda ise IR+SF grubuna gére anlamli azaldig1 tespit
edildi. Kalp dokusunda, IR+SF grubunda MPO aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli
arttipn  tespit edilirken, Ozon grubunda ise IR+SF ve kontrol gruplart ile
karsilagtirildiginda anlamli olarak arttig tespit edilmistir. Akciger ve bobrek dokularinda
gruplar arasinda anlaml farklilik tespit edilememistir. Kas dokusunda kontrol grubuna
gore, IR+SF grubunda artmis olarak tespit edilirken, Ozon grubunda ise IR+SF grubuna

gore anlamli azaldigi ve kontrol grubu degerinin de altina diistiigli tespit edilmistir
(Tablo 4-20, sekil 4-6).

65



Tablo 4-21: Kontrol, iskemi-reperflizyon, ozon tedavisi yapilan sicanlarda karaciger,
kalp, akciger, bobrek, kas dokularinda malondialdehit ve glutatyon diizeyleri (ortalama

+ SD).

MALONDIALDEHIT GLUTATYON
(nmol/mgprotein) (nmol/mgprotein)
(n=8) (n=8)
KARACIGE 0.57 £0.09* 25.98 £3.95°
R 0.84 +0.22° 19.05 £5.66"
0.60 +£0.08" 2445+ 2.64°
KONTROL
IR+SF
OZON
KALP
KONTROL 0.29 +0.03* 34,18 £5.29°
iR+ SF 0.45 +0.09° 24.68 £3.17°
OZON 0.28 +£0.10° 27.93 +7.31*P
AKCIiGER
KONTROL 0.38 +0.06" 30.22 £9.97°
iR+SF 1.04 £0.25° 35.86+11.51°
OZON 0.51 +0.10° 33.51 +6.68°
BOBREK
1.37 £0.29° 39.79 +8.40°
KONTROL 1.71+0.60° 22.01+4.39°
iR+SF 1.32 +0.21° 29.27 £2.25°
OZON
KAS
KONTROL 0.31 £0.07° 30.81 £10.16°
iR+SF 0.59 +0.20° 19.50 +£4.53°
OZON 0.23 +0.03" 21.00 £3.14*°

Ayni harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir.
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KC, kalp, akciger, kas doku degerlendirilmesinde, MDA diizeyi IR+SF grubunda
kontrol grubuna gére anlamli arttig1 (p < 0.05), Ozon grubunda ise IR+SF grubuna gére
anlaml1 olarak azaldig1 (p< 0.05 ) saptandi. Bébrek dokusunda MDA diizeyinde IR+SF
ve ozon gruplarinda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi.
Glutatyon diizeyi, KC ve kalp dokusunun iIR+SF grubunda, kontrol grubuna gére anlaml
azaldig1 (p<0.05) , ozon grubunda ise IR+SF grubuna gore anlamli arttign (p<0.05)
saptandi. Akciger dokusu Glutatyon diizeyinde ise kontrol, IR+SF gruplar1 ve ozon
gruplart arasinda anlamli fark saptanmadi. Bébrek ve kas doku gruplarinin  IR+SF
gruplarinda, kontrol gruplarina goére anlamli olarak azalma tespit edilirken, ozon

gruplarinda ise IR+SF grubuna gére anlamli artis tespit edildi (Tablo 4-21).
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ozon

IR
kontrol

Kc Kalp akciger  bobrek kas

H kontrol
mIR

Hozon

Sekil 4-7: MDA (nmol/mgprotein) diizeyinin KC, Kalp, Akc, Bobrek, Kas dokularinda

gruplar arasi degerlerinin grafiksel analizi

KC, Kalp, Akciger, Kas dokularinin MDA diizeyi, IR+SF grubunda kontrol grubu ile

karsilatirildiginda, anlamli arttig (p < 0.05), Ozon grubunda ise IR+SF grubuna gore
anlamli olarak azaldig1 (p< 0.05 ) saptandi. Bébrek dokusunda MDA diizeyinde IR+SF

ve ozon gruplarinda kontrol gruplarina gore istatiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi

(Tablo 4-21, sekil 4-7).
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Sekil 4-8: Glutatyon (nmol/mg protein) diizeyinin KC, Kalp, Akc, Bobrek, Kas
dokularinda gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi

Glutatyon diizeyi, KC ve kalp dokularinda, IR+SF grubunda kontrol grubuna gore
anlamli azaldi§1, ozon grubunda ise IR+SF grubuna gore ise anlamli arttigi saptandi.
Akciger dokusu Glutatyon diizeyinde ise kontrol, IR+SF gruplar1 ve ozon gruplari
arasinda anlaml fark saptanmadi. Bobrek ve kas dokularinda ise kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda Glutatyon diizeyi, IR+SF gruplarinda anlamli olarak azalma tespit

edilirken, ozon gruplarinda ise IR+SF gruplarina gore anlamli artis tespit edildi (Tablo 4-
21, sekil 4-8).
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S5.TARTISMA

Iskemi-reperfiizyon hasari, klinikte kardiyak cerrahi operasyonlarinda, abdominal
aort cerrahisinde, organ transplantasyonunda , koroner anjioplasti ve trombolitik tedavi
sonrasinda dokunun reperfiizyonu ile olusabilmektedir. Iskemik dokunun reperfiizyonuyla
birlikte lokal ve sistemik etkiler ortaya ¢ikmaktadir ve beraberinde bir ¢ok dokuda
ornegin; kalp, akciger, bobrek, iskelet kasi, santral sinir sistemi ve gastrointestinal
sistemde iskemi-reperfiizyon hasarmin  gelistigini bildiren yaymlar mevcuttur (100,
101,102,103).

Alt ekstremi iskemisi klinikte akut ve kronik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Akut alt
ekstremite iskemisinde, ekstremiteyi koruyabilmek icin, hizli tan1 ve tedavi uygulamak
gereklidir. Erken tedavi, iskeminin siiresini kisaltmakla birlikte hastanin prognozunu
etkilemektedir. Akut alt ekstremite iskemisi sonrasinda olusan hasar, iskeminin
ekstremiteye verdigi zarar kadar reperfiizyon ile de iliskilidir (52,104,105). Reperfiizyon
sonrasinda lokal ve sistemik inflamatuar yanit olusmaktadir ve yaygin mikrovaskuler
disfonksiyon ve doku bariyerinin fonksiyonun degismesi ile sonu¢lanabilmektedir. Eger
reperfiizyona verilen yanitin siddeti fazla ise I/R sonrasinda olusan inflamatuar yanit
sistemik inflamatuar yanit sendromu veya multiple organ disfonksiyonu ile
sonuclanabilir. Deneysel arastirmalarda ekstremite iskemisinin olusturulabilmesi i¢in ¢ok
sayida model gelistirilmistir. Bunlardan birisi de rat calisma modellerinde alt ekstremiteye
turnike uygulama yontemidir ve I/R hasarinin sistemik etkilerinin arastirilacag
caligmalarda siklikla kullanilir (91,44).

Biz de calismamizda sag alt ekstremiteye turnike uygulama yontemi ile 4 saatlik
iskemi, 2 saatlik reperfiizyon uyguladik ve gastroknemius kasi, bobrek, akciger, kalp,
karaciger dokularinda ve serumda iskemi reperflizyon hasarinin etkilerini aragtirdik. Alt
ekstremitenin iskemi-reperfiizyonun uzak organ hasar1 tlizerine olumsuz etkilerinin
mannitol, allopiirinol, askorbik asit, SOD gibi baz1 maddeler ile azaltildigi deneysel
arastirmalarla gosterilmesine ragmen ‘Ozon’ un alt ekstremite iskemi reperfiizyon
hasarimin neden oldugu lokal ve sistemik hasar1 azalttigi ile ilgili ¢ok az calisma

bulunmaktadir (106, 107, 108).

Iskemi - Reperfiizyon hasarindaki temel mekanizma iskemi sonrasi reperfiizyon
gelistiginde dokulara oksijenin ulagsmasi ile serbest oksijen radikallerinin olusmasidir,
olusan serbest oksijen radikalleri, nétrofil, endotel hiicreleri ve hasarlanmis hiicre

membranindaki yag asit radikalleri ile etkileserek lipit peroksidasyon reaksiyonunu artirir
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ve li¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonundan MDA meydana
gelir (36). Stabil bir molekiil olan MDA diizeyi 6l¢iimii ile membran hasar1 derecesi
hakkinda fikir sahibi olunabilir. Bu yilizden oksidatif stres durumlarinda biyomarker
olarak MDA kullanilir (109). Calismamizda plazma MDA diizeyinin IR+SF grubunda
anlaml1 derecede yiikseldigi ve Ozon grubunda ise plazma MDA diizeyinin IR+SF
grubundaki diizeye gore anlamli derecede diisiik oldugunu bulduk. Doku gruplarinda ise
karaciger, akciger, kalp, kas dokularnda MDA degerleri IR+SF gruplarinda anlamli
derecede yiikseldigi ve Ozon gruplarinda ise MDA degerlerinin IR+SF gruplarina gore
anlamli azaldigin1 bulduk. Bébrek dokusunda ise IR+SF ve Ozon gruplari arasinda
anlaml fark tespit edemedik.

Atahan ve ark. (8) alt ekstremite IR’ unun kas, kalp, akciger {izerindeki hasarin
gostermek i¢in kanda ve dokularda MDA diizeyi bakmislar ve MDA diizeyinin artmis
oldugunu tespit etmisler. Antioksidan olarak ¢inko aspartat kullanmislar ve ¢inko aspartat
verilen grupta MDA diizeyinin azaldigini tespit etmisler. Calismamizda Ozon grubu
MDA degerlerinin, iR +SF grubuna gére diisiik olmas1 ozon’unun IR sonrasi olusan lipid
peroksidasyonu miktarini azalttigini diistindiirmektedir.

Serbest oksijen radikallerinin diger bir hedefi, solubl ve protein bagli siilfidril
gruplaridir. Ozellikle serum albumin yapisindaki serbest siilfidril gruplar1 nedeniyle SOR’
ine kars1 ¢ok duyarhidir (42,43). Buna dayanarak, proteinlere bagh stlfidril grubunu
olgmenin IR hasarini belirlemede &nemli bir gosterge olabilecegini diisiinerek,
calismamizda plazma total siilfidril (Total-SH) diizeyini degerlendirdik. Gruplar arasinda
plazma Total-SH diizeylerinde anlamli fark tespit edilemedi. IR+SF grubu plazma Total-
SH diizeyi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olmayan bir artis tespit edildi.
Ozon grubunda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma total-SH diizeyinde
degisiklik tespit edilmedi. IRH nin sonucunda, serum total-SH diizeyinde anlamli azalma
oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir (110,111). Bizim c¢alismamizda, Ozon
grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda total —SH diizeyinde anlamli degisiklik
tespit edilmemesini, Ozonun IRH’da total-SH igeren proteinleri irreversible oksidasyon
etkisiyle siilfanik asit igeren gruplara doniistiirerek serbest oksijen radikallerinin
etkisinden korumaya yonelik etkisi ile ilgili olabilecegini diistindiik.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan stiperoksit radikali (O, ), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH ) 'dir

(12). Olusan bu iirtinlerin giiglii reaktif 6zellikleri vardir ve hiicrede ciddi hasarlar
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meydana getirirler. Bu iirtinlerin olusturdugu hasar1 énlemek icin bir ¢ok savunma sistemi
vardir. Bu savunma sistemleri ‘antioksidan savunma sistemi’ veya kisaca antioksidanlar
olarak bilinirler (14,15).

Antioksidanlar, enzimatik veya non enzimatik mekanizmalarla etkilerini gosteririler.
SOD, KAT, Glutatyon, GSH-Px, MPO gibi antioksidan ajanlar arasinda sayilabilir
(32,33).

Bu ajanlarin, alt ekstremite IR hasarmin neden oldugu doku hasar1 ve uzak organ
hasarin1 azaltig1 ile ilgili klinik ve deneysel ortamlarda gergeklestirilmis calismalar
bulunmaktadir (2,17,27,108).

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O, ) hidrojen peroksit (H, O)
ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (38). SOD' in

fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siliperoksit serbest radikalinin

(027) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kars1 korumaktir. SOD' 1n ekstraselliiler

aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Calismamizda IR+SF grubunda KC, kalp, kas, akciger, bobrek
dokularmin SOD enzim aktivitesinde anlamli artis tespit edildi. Ozon grubunda ise, SOD
enzim aktivitesinde KC, kalp, kas, akciger, bobrek dokularinda IR+SF grubuna gore
anlamli azalma tespit edildi. Bu anlamli azalmay1 ozon tedavisinin siiperoksit serbest
radikalinin olusumunu azaltarak SOD enzim aktivitesinin artmasina gerek kalmamasina
bagladik.

Serum SOD aktivitesi diizeyinde ise gruplar arasinda anlamli degisiklik tespit edilmedi.
Calismamizda serum SOD aktivitesindeki anlamli degisiklik olmamasinin nedeni, eritrosit
SOD aktivitesinin Ol¢iilmesi nedeniyledir. Eritrosit SOD aktivitesinin kandaki serbest
oksijen radikallerine kars1 reaksiyon olusturmasi i¢in daha uzun bir siire gerekmektedir.
Bunun nedeni ise eritrosit enzimlerinin patolojik olaylara karsi uzun siireli adaptasyon
gostermesinden kaynaklanmaktadir. Biz de calismamizda serum SOD aktivitesi diizeyinin
degismemesini bu durum ile acikladik. Muzakova ve ark. (112) iskemi sonrasi
reperfiizyon gergeklestirdikleri ¢alismada, serum SOD aktivitesinde anlamli degisiklik
tespit etmemislerdir.

Stiperoksit serbest radikali (O, ), SOD enzimi tarafindan H,O, ve molekiiler oksijene
doniisiimii  katalizlendikten sonra olusan H,O, hiicre icinde katalaz ve glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) tarafindan hiicre i¢in toksik olmayan iiriinlere dontistiiriiliir (38).

Katalaz, yapisinda dort tane hem grubu bulunan hemoproteindir. Peroksizomlarda

daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Hiicrede olusan hidrojen
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peroksidi (H,O,) hidroksil serbest radikali (OH ) olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir

(114). Calismamizda gruplar arasinda, doku ve serum 6rneklerinde KAT enzim diizeyleri
arasinda anlamli fark tespitlemedi. Bu durumun sebebi ise IRH olusumu sirasinda
meydana gelen siiperoksit anyonunun yeterli derecede elimine edilerek KAT enziminin
aktivitesinin artmasina gerek kalmamasi olabilir.

Glutatyon peroksidaz, enzim sistemi icerisinde SOD enzim aktivitesi sonrasinda
KAT ile birlikte yer alir ve H,O, ‘i1 substrat olarak kullanir ve H,O olusumunu katalizler.
Selunyum bagimli ve selenyum bagimsiz iki farkl tipi bulunmaktadir. Spesifik hidrojen
verici olarak glutatyonu kullanir. Indirgenmis Glutatyon tarafindan hidrojen peroksit ve
lipit peroksitlerin pargcalanmasin1 katalize eder. Boylelikle membran lipidlerinin
oksidasyonunu onler. Eritrositlerde oksidatif strese kars1 en dnemli antioksidandir (115).
Calismamizda serum, kas ve bobrek GSH-Px enzim diizeylerinde gruplar arasinda anlaml
fark tespit edilmezken, KC ve kalp dokularinda IR+SF grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli azalma tespit edildi. KC ve kalp dokularinin ozon gruplarinda ise kontrol
gruplarina gore anlamli bir fark tespit edilmedi. Akciger dokusunda ise GSH-Px enzim
diizeyi IR+SF grubunda kontrol grubuna gére anlamli fark tespit edilmezken, ozon
grubunda anlamli olarak diisiik tespit edilmistir. Calismamizda serum, kas ve bobrek doku
gruplarindaki GSH-Px enzim diizeylerinde anlamli degisiklik olmamasin1 IRH olusumu
sirasinda meydana gelen siiperoksit anyonunun yeterli derece elimine edilerek GSH-Px
enzim aktivitesinde degisiklik olmasina gerek kalmamasia bagladik. Doku gruplari
arasinda GSH-Px aktivitelerinin farklt olmamasini dokularin oksidatif strese karsi

yanitlariin farkli olmasiyla ilgili olabilecegi diisiincesindeyiz.

Nonenzimatik antioksidan olan Glutatyon, hiicre icinde tripeptik (glutamik asit,
sistein glisin) olarak sentezlenir ve hiicre icinde indirgenmis sekilde (GSH) bulunur.
Glutatyon (GSH) cok oOnemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Iskemi — reperfiizyon hasarinda
doku GSH’in tiiketildigi ile ilgili yaymlar bulunmaktadir (116,117). Nijmeh ve ark.nin
(118) iskeminin indiikledigi angiogenesis calismasinda Glutatyon diizeyinin azaldigini
tespit etmislerdir. Azalan GSH diizeyine bagli olarak patolojik durumlar ortaya
¢ikmaktadir. Bizim ¢alismamizda KC, kalp, bébrek ve kas dokularinda IR+SF grubunda,
kontrol grubuna gore Glutatyon diizeyinin anlamli azaldigi tespit edilmistir. Ozon
grubunda ise IR+SF grubu ile karsilastirildiginda Glutatyon diizeyi anlamli olarak yiiksek

bulunmus olup, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ise Glutatyon diizeylerinin altinda
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degerler ortaya ¢ikmustir. Peralta ve ark.nin (9) ratlarda KC /R hasarinda Ozon
etkinliginin arastirldigi calismada IR grubunda Glutatyon diizeyinin anlamli derecede
azaldig1 saptanmistir. Ozon+IR grubunda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Glutatyon diizeyinin degismedigi tespit edilmistir. Ozon tedavisi, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek , glutatyonun reaksiyona girmesini engelleyerek, hucreyi

oksidatif hasardan korudugu dusuncesindeyiz.

Kanko ve ark. (113) ratlarda alt iskemi-reperflizyon deney modeli olusturarak,
klopidogrel’in antioksidan etkinligini aragtirmiglardir.IR hasarinin gostergesi olarak
serumda ve KC, kas ve akciger dokusunda MDA, GSH diizeyini degerlendirmislerdir. IR
hasarinin  6nlenmesi icin klopidogrel verilen grupta IR sonrasi MDA seviyeleri
yiikselmezken, GSH diizeyi azalmistir. Bu sonuglarla klopidogrelin postiskemik hasara

kars1 koruyucu etkisinin oldugunu savunmuslardir.

Miyeloperoksidaz enzimi (MPO), oksidatif strese yanit olarak l6kositlerden
salgilanan lizozomal bir enzimdir (17,27). Caligmamizda doku nétrofil aktivasyonunun
bir gostergesi olarak MPO enzim diizeyleri 6l¢tilmiistiir. Doku gruplarindan KC, kalp ve
kas dokularinda MPO enzim diizeyleri IR+SF gruplarinda kontrol gruplarma gore yiiksek
bulunmustur. Akciger ve bébrek dokularinda ise MPO enzim diizeyi IR+SF grubunda
kontrol grubuna gore anlaml bir degisiklik tespit edilmemistir. Fakat IR+SF gruplarinda
kontrol grubuna gore diisiik diizeyler bulunmustur. Ozon gruplarinda ise KC ve kalp
dokularinda kontrol gruplarina gore anlamli yiiksek bulunmustur. Akciger ve bobrek
dokularinda ise kontrol gruplarina gére anlamli bir fark tespit edilememesine ragmen
MPO diizeyleri diisiik bulunmustur. Kas dokusunda ise MPO diizeyi kontrol grubuna gore
anlaml diisiik tespit edilmistir. Bu dokular arasindaki farklilik olmasin1 ozonun dokular
lizerindeki etkisinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in farkli dozlarda kullanilmasina bagladik.
Ozonun I/R hasarinda MPO diizeylerini diisiirerek dokulara olan nétrofil infiltrasyonunu

ve aktivasyonunu engelledigi ve reperfiizyon hasarindan dokulari korudugu goriildii.
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6. SONUC

Calismamizda deneysel alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde ozon tedavisinin
lokal ve uzak organ hasarindaki etkisini arastirdik. Klinik uygulamalarda akut ve kronik
alt ekstremite iskemi tedavilerinden sonra uzak organ hasari , MODS ve SIRS’ e kadar
gelisen bir tablonun olustugu bilinmektedir (3,5). IR+SF gurubundaki serum ve doku
MDA degerlerindeki anlamli artis KC, kalp, akciger, bobrek, kas dokularinda oksidatif
stresin goOstergesi olabilir ve calismamiz sirasinda elde edilen bu sonuglar ile alt
ekstremite iskemi-reperflizyonun uzak organ hasarina yol agtigt bulunmustur.
Calismamizda Ozon grubunun doku gruplarinda ve serum degerlendirilmesinde MDA
degerlerinin anlamli olarak azalmis saptanmasi oksidatif stresin azaldigina isaret
etmektedir. KAT enzim aktivitesinin serum ve doku gruplarinda birbirlerinden anlaml
derecede farkli olmamalari, KAT enziminin aktive olmasina gerek kalmadan IR hasarimin
SOD tarafindan durdurulmus olmasina baglanabilir. Doku gruplarinda GSH diizeyini
inceledigimizde I/R gruplarinda GSH diizeyi akciger dokusu harig diger doku gruplarmda
diisiikk bulunmus olup, ozon gruplarinda ise kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda anlamli
fark tespit edilememistir. Bu bulgular ozon tedavisinin /R hasarinda GSH diizeyinin
azalmasin1 engelledigi veya artmasini saglayarak oksidatif stresi en az diizeye
indirgedigini gostermektedir. MPO diizeyleri doku gruplarinda akciger ve bobrek dokulari
hari¢ ozon tedavi gruplarinda IR+SF grubuna gére anlamli azalma tespit edilmistir. Bu
durum ozon tedavisinin, uzak organ hasarinda nétrofil aracili sistemik inflamatuar yaniti
inhibe ettigini isaret etmektedir.

Bu caligmanin sonuglarina dayanarak, alt ekstremite iskemisinde perfiizyonun tekrar
olusturulmasi sonrasi olusabilecek Ozellikle lokal ve sistemik etkilerin azaltilmasinda
ozon tedavisinin kullanimimin faydali olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu konuda
Ozon tedavisinin yararh etkilerinin hangi mekanizmalar ile olustugu ve bu tedavinin etkin

olmasi i¢in uygun dozun ayarlanabilmesi i¢in yeni deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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