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OZET

Yenidogan sarilig1 disinda ¢ocukluk ¢aginda goriilen sariliklarin 6nemli bir
boliimii tikanma sariliklaridir. Tikanma sariliginda gelisen hepatik hasarin
patogenezini  agiklamaya c¢alisan bir¢cok teori vardir. Safra  yolu
obstriiksiyonlarinda reaktif oksijen radikallerinin hepatik hasarda 6nemli rolii
oldugu gosterilmistir.

Medikal ozon uygulamasinin nitrik oksit (NO) diizeyinde artis ve iskemik
alanlarda vazodilatasyona neden olarak hipokside azalma, siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivasyonu ve glutatyon seviyesinde azalma sonucu oksidatif stresi
azalttig1 gosterilmistir.

Bu deneysel calismada safra yolu obstruksiyonuna bagli hepatik fibroziste
ozon tedavisinin rolii arastirilmistir.

Her grupta 7 sican olmak iizere toplam 21 adet erkek Sprague-Dawley
sican kullanildi. Deney grubuna laparotomi yapilip koledok kanali baglandiktan
sonra 21 giin boyunca 1 mg/kg dozda, 50 pg/ml konsantrasyonda rektal ozon
uygulamas1 yapildi. Kontrol grubuna laparotomi yapilip koledok kanali
baglandiktan sonra herhangi bir tedavi verilmedi. Sham grubuna ise sadece
laparotomi yapilip karin ici 1cc serum fizyolojik ile yikandi. Tiim hayvanlar post
operatif 21.giinde relaparotomi yapilarak histopatolojik degerlendirme ic¢in
karaciger doku ornegi ve karaciger fonksiyon testleri i¢in intrakardiyak kan

ornegi alindi.

Calismamizda AST, ALT, total bilurubin ve direk bilirubin degerlerinde
diisiis saptamakla beraber deney ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda sadece
total bilirubin seviyesinde anlamli azalma saptadik. Sican karacigerlerinin
histopatolojik incelenmesinde hepatik fibrozisin ve periportal inflamasyonun
deney grubunda daha diisiik oldugunu saptadik. Kontrol grubundaki sicanlarin

%57,1’inde inkomplet siroz saptanirken, deney grubunda siroza rastlanmadi.
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Deney grubundaki 7 sicanin 3’{inde periportal inflamasyon varken kontrol
grubundaki  sicanlarin  hepsinde  periportal  inflamasyon  saptandi.
Immunohistokimyasal olarak kontrol grubunda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde,
sinlizoidlerde, fibrotik septalar ve prolifere safra duktuslarinda o-SMA ile
pozitif reaksiyon izlenmistir. Ozon verilen grupta pozitif a-SMA reaksiyonunda

belirgin azalma oldugu saptandi.

Calismamizda ozonun tikanma sariligr modelinde karaciger harabiyetini
gosteren AST, ALP, total bilirubin ve direk bilirubin degerlerinde diisiis; hepatik
fibrozisi, periportal inflamasyonu ve hepatik stellat hiicrelerin a-SMA ile pozitif
reaksiyonunu azalttigini; yaptigini saptadik. Ancak ozonun klinik kullanimi i¢in

daha fazla sayida sicanla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Tikanma sariligi, medikal ozon, hepatik fibrozis, periportal

inflamasyon, a-SMA
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ABSTRACT

As a surgical point of view, a significant portion of childhood jaundice is
obstructive. There are may different theories trying to explain hepatic damage
pathogenesis caused by extrahepatic cholestasis. Reactive oxygen radicals have
been shown to play an important role in hepatic damage in bile duct
obstructions.

Medical ozone application has been shown to raise nitric oxide (NO)
levels and cause an increase in hypoxic vasodilation in ischemic areas. That in
turn causes a decrease in hipoxide and oxidative stress related to reduced levels
of glutathione and an activation of superoxide dismutase (SOD).

In this experimental study we investigated the role of ozone therapy in
hepatic fibrosis caused by biliary obstruction.

A total of 21 male Sprague-Dawley rats, seven rats in each group were
used. In the experimental group after common bile duct ligated by laparotomy, 1
mg / kg dose, 50 mg / ml concentration of ozone was applied rectally for 21
days. In the control group, no treatment was given after the binding of common
bile duct with laparotomy. In the sham group, only laparotomy was performed
and intraperitoneal cavity is washed with 1 cc of saline. Hepatic tissue sample
and intra-cardiac blood samples were collected from all animals at post-op 21st
day with relaparatomy.

In our study, we detected a decrease in AST, ALT, total bilirubin and
direct bilirubin levels however when we compared the experiment and control
groups, we found a value of p = 0.025 in Mann-Whitney U-test with Bonferroni
correction which 1is close to the limit of significance of p<0,0167.
Histopathological examination of hepatic fibrosis and inflammation in the livers
of rats in the experimental group was lower than periportal lesions. In the
control group incomplete cirrhosis was detected in 57.1% of the rats, when in

the experimental group no cirrhosis was detected. Periportal inflammation was
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seen in 42.9% of the in the experiment group and 100% in the control group. In
control group a positive reaction was observed with a-SMA in vascular smooth
muscle cells sinusoids, fibrotic septa and proliferating bile ducts
immunohistochemically. A significant decrease in positive a-SMA- reaction was
observed in ozone-treated group.

We suggest that ozone can decrease the hepatic destruction levels in
biliary diseases such as biliary atresia, bile duct cyst, primary biliary cirrhosis,
cholangitis resulting in hepatic fibrosis and delay liver transplantation. However,

for clinical use and for significant results, more studies should be performed.

Key words: Extrahepatic cholestasis, medical ozone, hepatic fibrosis, periportal

inflammation, a-SMA



1. GIRiS VE AMAC

Cocukluk caginda goriilen sariliklarin cerrahi agidan 6nemli bir bolimii
tikanma sariliklaridir. Bunlarin i¢inde en sik biliyer atrezi, koledok kistleri, safra
taslari, primer biliyer siroz ve sklerozan kolanjit yer alir. Tikanma sariliginda
gelisen hepatik hasarin patogenezini agiklamaya ¢alisan bircok teori vardir.

Safra yolu obstriiksiyonlarinda reaktif oksijen radikallerinin hepatik
hasarda 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (1,2). Safra yolu baglanmis sicanlarda
safra asidi konsantrasyonunun artmasi lipid peroksidasyonunu uyararak
polimorfoniikleer fagositlerdeki fagositik aktiviteyi stimiile eder (3). Hepatik
notrofil infiltrasyonu ile lipid peroksidasyonu arasinda yakin iliski vardir (4).
Bunlarin sonucunda biliyer obstriiksiyon hepatoselliiller hasara ve ilerleyici
hepatik fibrozise neden olur (5). Komplet biliyer obstriiksiyonda hepatoselliiler
nekroz ve apoptosis, safra kanali epiteli hiicre proliferasyonu ve bunlarin
sonucunda hepatik fibrozisle sonuclanir (6).

Bu yiizden, bu hastaliklar sonucunda gelisen veya gelisebilecek karaciger
hasarin1 ve sirozunu engellemeye ya da azaltmaya yonelik tedavi yontemlerine
ihtiya¢ duyulmustur.

Ozon (O3), aktiflenmis oksijenin iic atomlu halidir. Medikal uygulamalarda
ozon O,/O; karistmi seklinde kullanilir. Sistemik ozon uygulamasinin nitrik
oksit (NO) diizeyinde artis ve iskemik alanlarda vazodilatasyona neden olarak
hipoksiyi azalttigi, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivasyonu ve glutatyon

seviyesinde azalma sonucu oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (7,8).



Bu deneysel calismada siganlarda safra yollar1 baglanarak olusturulan
karaciger hasar1 modelinde ozonun koruyucu etkisinin olup olmadiginin

arastirilmas1 amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KARACIGER VE EKSTRAHEPATIK KOLESTAZ

2. 1. 1. KARACIGER ANATOMISI VE HISTOLOJiSi

Karaciger viicudumuzun en biiyiik i¢ organmi ve bezidir (9). Karacigerin
diyaframla komsu olan yiizii (facies diaphragmatica) konveks, i¢ organlarla
komsu olan yiizii (facies viseralis) ise konkavdir. Karaciger alt yiizii sagda
duodenum, kolon, sag bobrek ve siirrenal ile solda 6zofagus ve mide ile
komsudur. Diyaframa dogrudan temas halinde bulunan bir alan (area nuda)
disinda tamamen peritonla kaplidir (10). Karaciger hilusta kalinlagan, elastik ve
kollajen liflerden olusan Glisson kapsiilii ad1 verilen 6zel bir dokuyla kaphdir
(11).

Karaciger 1957 yilinda Couinaud tarafindan tanimlanan anatomik
segmentlere ayrilmistir. Buna gore; sol ve sag loblar arasindaki hat safra kesesi
yataginin medial kenarindan arkada vena kavaya kadardir. Bu simiflamaya gore
sol lob; sol medial segment (segment IV) ve sol lateral segmentler (segment 11
ve 1) olmak iizere 3 segmente ayrilir. Sag lob portal ven ve hepatik arterlerin
dallarina gore, anterior-inferior (segment V), posterior-inferior (segment VI),
posterior-superior (segment VII) ve anterior-siiperior (segment VIII) olmak
lizere dort segmente ayrilir. Kaudat lob (segment I) arkada sag ve sol hepatik

loblar arasinda yerlesmistir (12).
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Sekil 1: Karacigerin segmenter anatomisi

Karacigere gelen kanin %25°1 arteria hepatika ile %751 ise vena porta ile
tasinir. Trunkus coOlyakustan c¢ikan arteria hepatica communis, arteria
gastroduodenalis yan dalin1 verdikten sonra arteria hepatica propria adin1 alir ve
hepatoduodenal ligamani takip ederek hilusta sag ve sol dallara ayrilir. Vena
porta; vena mezenterika superior ile vena lienalis’in birlesmesinden olusur.
Karaciger lobiillerindeki santral venler sag, sol ve ortak hepatik venlerle vena

kava inferiora dokiilurler.



Karacigerin yiizeyel lenfatikleri diyafram ve karacigerin asici ligamani
vasitasiyla posterior mediastene drene olurlar. Derin lenfatikler ise hepatik
venleri takip ederek veya portal venlerle birlikte porta hepatise ulasarak sisterna
siliye, oradan da duktus torasikus’a drene olur. Karaciger medulla spinalis’in
T9-L1 segmentlerinden gelen sempatik, sag ve sol vagustan gelen parasempatik
liflerle innerve olur (12,13).

Karacigerin fonksiyonel iinitesi birkac mm uzunlugunda, 0,8-2 mm
capinda olan karaciger lobiiliidiir (10). Karaciger  parankiminin

organizasyonuyla ilgili 3 temel birim vardir (Sekil 2) (14).

- =
- -

A

A A £ A Pt It
< v Santral ven - / 'Y' \ v - Santral ven . + _ Santral ven
| c/ é / ¢ l /
L - a \ e A\
= Portal kanallar ) T Portal kanallar ) T Portal kanallar
Klasik Lobtil Portal Loblil Karaciger Asinisii

Sekil 2: Karaciger lobiiliiniin histolojik sinflamasi

Klasik karaciger lobiil kavrami; ortada santral ven ve santral venden
perifere uzanan hiicre kordonlari, bunlarin arasinda yer alan siniizoidlerden
olusur. Portal lobiil kavrami; safranin salgilanmisma gore tasarlanmistir. Ug
karaciger lobiiliiniin santral venlerinin birlestirilmesiyle olusan iiggen modeldir.
Buna gore, bu 3 lobiilde olusan safra ortadaki portal alanda bulunan safra

kanalina ortak olarak akmaktadir.



Karaciger asiniisii modeline gore; hepatositler kanlanmasina gore 3 zona
ayrilir. Periferik zon (Zon I); oksijen ve besin maddelerinden en zengin kanla
karsilasan bolgedir. Lobiildeki en aktif bolgedir. Ara zon (Zon II); orta
bolgedeki hiicrelerdir, orta seviyede aktivite gosterirler. Santral zon (Zon III);
santral veni ¢evreleyen en icteki hiicre toplulugudur, en az aktif olan bolgedir
(15-17).

Karacigerde hepatosit, endotel hiicresi, Kuppfer hiicresi, hepatik stellat
hiicreler (ito hiicreleri) ve safra kanali epitelyum hiicresi olmak iizere 5 cesit
hiicre toplulugu vardir (18). Hepatositler; karacigerin endokrin ve ekzokrin
gorev yapan fonksiyonel hiicreleridir. Karacigerdeki hiicrelerin %80’ ini
hepatositler olusturur ve oksidatif stresle iligkili hiicrelerdir (18). Bir hepatositin
mikrovillus igeren, disse araligina ve siniizoid bosluguna bakan bazolateral
bolgesi ve safra kacgisint Onlemek icin safra kanallarinin etrafim sarmis
mikrovilluslarla kaph girinti seklinde apikal bolgesi vardir. Endotel hiicrelerinin
duvar yapis1 sayesinde kandan madde gecisine izin verirler. Kuppfer hiicreleri;
endotel hiicreleri arasinda bulunan, monositlerden koken alan fagositoz
yetenegindeki hiicrelerdir. Stellat hiicreler; disse araliginda yer alan A vitamini
metabolizmasinda ve depolanmasinda gorevli yildizsi hiicrelerdir, patolojik
durumlarda kollojen iireten miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler. Safra
kanalikiilleri, karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca anastomoz yapan kompleks
bir ag olusturur ve portal alanda sonlanir.

Kanalikiillerin duvarlarim olusturan karaciger hiicreleri siki tipte baglanti
(zonula adherens) olusturarak safra salgisinin sizintisim Onlerler. Safra, safra
kanalikiillerinden lob i¢i safra kanalciklarina oradan da lobiil disindaki Hering
kanallarina akarak portal alandaki safra kanallarina bosalir. Safra kanalciklari
once karaciger ici safra kanallarinda birleserek sag ve sol hepatik kanallari

olusturur (16, 19, 20).



2. 1. 2- SAFRA KESESi ANATOMISI VE HIiSTOLOJiSi

Ana hepatik kanal, sag ve sol hepatik kanallarin porta hepatiste
birlesmesiyle olusur. Ana hepatik kanal ile sistik kanal birleserek koledogu (ana
safra kanali) olusturur. Koledok eriskinlerde 6-8 cm uzunlugunda, ortalama 7,6
mm capindadir. Koledok pankreas basina 5-7 mm’lik bir liimenle acilir. Kanalin
capindaki ani disme sonucu koledok sfinkteri (Oddi sfinkteri) olusur.
Hepatikopankreatik ampulladan gecen safra duodenum 2. kismindaki papiller
ostiuma acilir.

Ekstrahepatik safra yollar1; sag ve sol hepatik kanal, ana hepatik kanal,
safra kesesi ve koledogu kapsar (Sekil 3) (21). Safra kesesi, karaciger alt
yiiziinde sag ve sol loblar1 ayiran oluga yerlesmistir. Safra kesesi boyun
kisminin yapisina gore ¢esitli varyasyonlar gosterir. Boyun kismi dar ve uzun ise
tiibiiler, kisa ve genis ise sakkiiler veya sferik sekildedir. Safra kesesi konjenital
baz1 varyasyonlar gosterebilir; transvers, retroperitoneal, suprahepatik
yerlesimli, ‘vesica divisa’ denilen ¢ift safra kesesi olmasi, ‘Rokitansky-Aschoff
sinlis’li denilen psododivertikiilii, genislemis intramural uzanti seklinde olan
“Luscka” kanali, safra kesesi ve sistik kanalin konjental yoklugu sayilabilir.
Sistik kanalin ana hepatik kanala 6nden veya arkadan caprazlayarak soldan giris
yapmasi anormal varyasyon olarak tanimlanir.

Safra kesesini sag hepatik arterden ayrilan sistik arter besler. Sistik arter,
karaciger, ana hepatik kanal, sistik kanalin sirladigi “Callot” ii¢geninde
bulunur. Karaciger dis1 safra yollar1 vena portaya drene olur. Safra kesesinde
sempatik uyar1 kesenin gevsemesine, vagus yoluyla gelen parasempatik uyari ise
safra kesesinin kasilmasina neden olur. Safra koligi agris1 sempatik liflerdeki
afferent liflerle tasinir (22). Safra kanallar1 silendirik epitelle doselidir ve mukus
glandlar1 bulunur. Mukus glandlar1 safra kesesi boyun kisminda bulunur (23).
Safra kesesi duvari icten disa dogru mukoza, muskiiler tabaka, subseroza ve

serozadan olusmustur.
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2. 1. 3. SAFRA YAPIMI
Safra hepatositler tarafindan sentezlenerek safra kanalikiillerine
salgilanmaktadir (24). Safra; su, organik asit, inorganik asitler ve safra
tuzlarindan (kolik asit, kenodeoksikolik asit) olusur. Safra icinde bulunan

maddeler Tablo-1’de gosterilmistir (25).

Tablo 1. Safranmin bilesimi

Su (g/1) 950-980
Safra asitleri (g/1) 10
Bilurubin (g/1) 2
Kolesterol (g/1) 1

Yag asitleri (g/l) 1
Lesitin (g/1) 0,5

Inorganik molekiiller (mmol/l) 280




Ana safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asit, glisin ve taurin
ile konjuge edilerek suda eriyebilir hale gelirler. Deoksikolik asit ve litokolik
asit ise barsakta bakteriler tarafindan ana safra asitlerinden olusturulur. Litokolik
asit suda erimez ve digki ile atilir, diger safra tuzlar ise tekrar emilerek safraya
katilir. Barsaga gecmis olan safra tuzlarinin %94’ distal ileumdan aktif
transportla geri emilerek portal ven yoluyla tekrar karacigere doner. Safra
tuzlarinin bu dolasimina enterohepatik dolasim adi verilir (22,29).

Safra ile atilan maddelerden biri de hemoglobin yikiminin son iiriinii olan
bilirubindir. Omiirlerini tamamlamus eritrositler karaciger ve dalakta bulunan
retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tarafindan yikilir. Hiicre membraninin
yirtilmast ile serbestlesen hemoglobin doku makrofajlar1 tarafindan fagosite
edilerek hem ve globine ayrilir. Hem halkas1 acilarak biliverdin olusur.
Biliverdin indirgenerek bilirubini olusturur. Unkonjuge halde olan bilirubin
yagda eriyebilir ve albumine baglanarak karacigere tasinir. Karaciger hiicre
membraninda bulunan Y ve Z proteinleri ile birleserek hiicre icine taginir. Bu
proteinlerden ayrilan bilirubinin %80’1 glukronik asit ile birleserek bilirubin
glukronat, %10’u siilfatla birleserek bilirubin siilfata doniisiir, %10’u ise cesitli
maddelerle birlesir. Unkonjuge bilirubin endoplazmik retikuluma tasinarak
glukronil transferaz enzimi ile monoglukronid ve diglukronidlere doniistiiriiliir.
Konjuge hale gelen bilirubin suda ¢6ziinebilir ve hepatositlerden safraya atilir
(30,31).

Safranin iki temel islevi vardir; birincisi yaglarin sindirim ve emilimi,
ikincisi ise bilirubin ve kolesterol gibi yikim {riinlerinin kandan
uzaklastirilmasidir (23, 26). Safranin salgilanmasi iki asamada gerceklesir. 11k
asamada hepatositler tarafindan {retilen safra kiiciik safra kanalikiillerine
salgilanir. Bundan sonraki asamada ise safra, intralobiiler septumlara, oradan da
safra kanallarina akar. Biiylik safra kanallarina gecen safra ihtiya¢ varsa

duodenuma gecer, ihtiya¢ yok ise safra kesesinde depo edilir (27, 28).
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Duodenumdan salgilanan kolesistokinin safra kesesinde kontraksiyonlari
baglatan en giiclii hormondur. Bu hormon ayni zamanda Oddi sfinkterinde de
gevsetici etkiye sahiptir. Bunun disinda safra kesesi vagus ve enterik sinir

sistemindeki asetilkolin salgilayan sinir lifleri ile de uyarilir (26).

Hemoglobin Katabolizmasi Diger Hem Proteinleri
Globin + Hem My oglobin
T Peroksidaz
Hem oksijenaz katalaz
Biliverdin Serbest Fe e e
T
Biliverdir redlktaz /
ALBUMIM Bilirubin

Bilirubin

Sindzoidal
Albumin Bilirukyin Membran

Konjugasyon (UG T-1)

Mono-Diglukronid
T
Sekresyon s -
— II,..-
Safra Yollan -’

-

kK skresyo‘r"r._

D.Kanalikus  [jrgpilinojen, Bilirubin glukronid
kteri

=2=ueJrobilinojen

Safra

Kesesi Sterko bilinojen

Sterkobilin
v

Safra Kanali Saita

Bilirubin glukronid

Sekil 4: Safra olusumu
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2. 1. 4. EKSTRAHEPATIK KOLESTAZ

Safra kanalikiilinden Oddi sfinkterine kadar olan herhangi bir bolgede
safra akiminin engellenmesi sonucu olusan tabloya tikanma sarilig1 denir (32).
Tikaniklik intrahepatik bolgede ise intrahepatik kolestaz, ekstrahepatik ise
ekstrahepatik kolestaz denir (33, 34). Ekstrahepatik kolestazda iki mekanik
problem olusur:

- Safra barsaga akitilamaz
- Tikanikliga sekonder safra kanallarinda basin¢ artis1 sonucu
safra refliisti geliserek staz, kolanjit ve fibrozis gelisir (33, 34).

Sariligr olan hastalarda deri ve sklerada sararmanin goriilmesi i¢in
bilirubin diizeyinin 2-3 mg/dI’ nin iizerinde olmas1 gerekir.

Uzun siireli safra yolu tikanikliklarinda safranin barsaklara akamamasi
bilirubin ve safra tuzlarinin dokularda birikmesine yol agar. Bunun sonucunda
sistemik ve hepatik birtakim degisiklikler olusur (35). Tikanma sariliginda,
serum bilirubin ve alkalen fosfataz (ALP) yiiksekligi karaciger hasarini1 gésteren
spesifik belirteclerdir (36). Safra kanallarindaki tikaniklik sonucunda biliyer
basing artar (30-40 cmH,0) ve karacigerde histopatolojik degisiklikler olusur.
Akut tikanikliklarda en erken bulgu kanalikiiler kolestaz olup ilerleyen
donemlerde safra duktus hiicreleri prolifere olur. Kronik tikanikliklarda
periduktal bag dokusu artis1 ve fibroz tabakalar meydana gelir. Kronik kolestaz
siroz gelisimine Onciiliik eden bir durumdur (37).

Tikanma sariligi, biliyer atrezi, koledok Kkistleri, safra kanali hipoplazisi
(Alagille sendromu), ekstrahepatik safra yollarinin spontan perforasyonu,
intrahepatik safra kanallarinin konjenital dilatasyonu (Caroli Hastaligi) gibi
konjenital veya safra taslari, tiimorler, striktiir gibi edinsel patolojilere bagl

ortaya cikabilir (32, 38, 39).
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2. 1.4. 1. Transaminazlar

Transaminazlar alfa aminoasitin amino grubunu alfa ketoaside transferini
katalize eden bir grup mitokondriyal enzimdir. Serum aspartat amino transferaz
(AST) ve serum alanin amino transferaz (ALT) klinikte kullanilan iki dnemli
transaminazdir. Bu enzimlerin degeri Karmen {iinitesi olarak olciilmektedir ve
normal degerleri 0-40 arasinda olmalidir. Bu enzimler baslica kalp, karaciger,
iskelet kas1 olmak {izere biitiin dokularda bulunurlar. Karacigerde daha ¢ok ALT
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda bu enzimlerin serum seviyesinin
yiiksekligi ile karaciger hasar1 arasinda paralellik saptanmistir. Akut karaciger
hasarinda enzim seviyeleri ¢ok yiiksek degerlere cikabilirken, kronik karaciger
hasarinda 1,5 kat1 kadar yiikselmektedir. Enzim diizeyleri ile prognoz arasinda

iliski saptanmamustir (29).

2. 1. 4. 2. Alfa Diiz Kas Aktini (a-SMA)

Normal ve hastalikli insan karaciferi Ito hiicrelerinde siniizoid ve
perisiniizoidal yapinin gelisimi ile baglantili olarak a-SMA immunreaktivitesi
arastirilmis ve Ito hiicrelerini tanimlamak icin 0-SMA ile immunohistokimyasal
calismalar yapilmistir. Normal yetiskin karacigerinde ince stoplazmik olusumlar
olan presiniizoidal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve perisitler a-SMA
pozitif boyanirlar. Immunoelektron mikroskobu, a-SMA pozitif perisiniizoidal
hiicrelerin, yag damlaciklar1 iceren Ito hiicreleri olduklarmi gostermistir (40,
41).

Kronik karaciger hasarinda a-SMA pozitif Ito hiicrelerinde ozellikle
nekrotik alanlarda immiin boyanma yogunlugunda artma gosterilmistir. Bu
hiicreler, diizensiz stoplazmik uzantilar, mikrofilaman miktarinin artmasi ve
karakteristik olarak yag damlaciklarinin kayb1 ile beraber, sekil olarak dentritik
yapt kazanmislardir. Bu sonuglar gostermistir ki; anti- a-SMA antikoru
kullanilan hiicreler immunohistokimya, karacigerde normal ve doniismiis ito

hiicrelerinin tanimlanmasi icin giivenli ve duyarli bir metoddur (40, 41).
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2. 1. 4. 3. Fibrozis ve Periportal inflamasyon

Hepatik fibroziste temel patoloji, karacigerde basta kollajen olmak {iizere
ekstraselliiler matriks (ECM) birikimi ile karakterizedir (42). Akut karaciger
hasarinda parankimal hiicre rejenerasyonu yeterli olurken, kronik hasarda bu
rejenerasyon yeterli olmaz (43). Karaciger fibrozisi geri doniisiimlii iken,
fibrozisin ilerlemis sekli olan siroz ise geri doniisiimsiizdiir (44). Hepatik
fibrozisin olusumunda normalde sakin olan Ito hiicrelerinin aktivasyonu birinci
dereceden sorumlu tutulmaktadir (45). Hepatik fibroziste, subendotelyal aralikta
normalde diisiik yogunlukta bulunan matriks iceriginden kollajen fibrilleri iceren
interstisyel tip matriks icerigine dogru ECM’de hafif bir degisim eslik eder (46).
Karaciger fibrozisinde 6zellikle Tip-I kollajenlere bagh ortaya c¢ikan karaciger
skar organizasyonu ECM bilesenlerin iiretimini arttirmasi ile karakterizedir.
[lerlemis evrelerde karaciger normalin 6 kati kadar ECM icermektedir (47). Ito
hiicrelerinin aktivasyonu matrikste skar birikimine yol acarak, hepatositlerin

(ayn1 zamanda mikrovilluslarin kayb1) ve siniizoidal endotel porlarin kaybina

neden olur.
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2. 2. OZON

2. 2.1. DOGADA OZON VE ETKILERI

Ozon, ii¢ oksijen atomundan olusan bir kimyasal bilesendir. Oda
sicakliginda renksiz ancak karakteristik kokusu olan bir gazdir.

Ozon, stratosfer tabakasinda bulunan en dnemli gazlardan biridir. 200-300
nanometre (nm) dalga boyunda UV araligindaki emilim kapasitesi sayesinde
giinesin yaydigi ultraviyole 1sinlara karsi koruyucu bir tabaka olusturmakta ve
biyolojik dengeyi korumaya yardimcit olmaktadir. Ozonosferdeki ozon
tabakasinin tahrip olmasina bagli ozon konsantrasyonunda diisiis olmakta ve

giinesin zararli UV 1sinlarina maruziyet artmaktadir.

2. 2.2. MEDIKAL OZON

Medikal ozon sessiz elektrik desarji ile hazirlanir ve istenen
konsantrasyonda ozon/oksijen karisimi elde edilir. Medikal ozon saf ozon ile saf
oksijenin karigtmidir. Uygulanmasina bagh olarak ozonun konsantrasyonu 1-100
ug/ml (%0,05-5 O;) arasinda degisebilir. Ozon molekiilii sabit bir molekiil
degildir ve her zaman taze olarak Ozel bir jeneratdr yardimiyla calisma yerinde
hazirlanarak aninda kullanilir. Jeneratorlerde enerji, O, molekiillerinin oksijen
atomlarina ayrigsmasini saglar. Atomlar, var olan baska bir O, molekiiliiyle

birleserek O3 molekiiliinii meydana getirir.

2. 2. 2. 1. Medikal Ozonun Elde Edilmesi
Piyasada farkli teknik yapida ozon jeneratorleri bulunmaktadir. Sekil 6’da
diisiik frekans voltajda plazmik desarjli medikal ozon jeneratoriiniin calisma

ilkesi agiklanmaktadir.
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Sekil 6: Medikal ozon jeneratoriiniin isleyis ilkesi (48)

Burada medikal ozon, seri baglanmus iki yiiksek voltaj tiiplinden
gecmektedir. Tiipler yaklasik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja baghdir.
Enerji O, molekiillerinin oksijen atomlarina ayrigmasini saglar. Atomlar var olan
bir O, molekiiliiyle birleserek O; ozon molekiiliinii olusturur. Fazla ve
kullanilmayan ozon katalitik yolla tekrar oksijene doniistiiriiliir (49).

Ozon jeneratoriinde voltaj ve gaz akimi miktar1 kontrol edilebilir.
Uygulanan voltaj arttirildik¢ca ozon konsantrasyonu da artar, gaz akisi arttikca
ozon konsantrasyonu diiser. Ozon konsantrasyonu ek olarak sicaklik, basing gibi
cesitli parametrelere de bagli oldugundan jeneratorlerdeki O; konsantrasyonu
devamli 6l¢iilmelidir. Standart 6l¢iim olarak UV fotometresi tercih edilen bir

yontemdir.
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2. 2. 2. 2. Medikal Ozonun Uygulama Bicimleri
2. 2.2.2.1. Major Otohemoterapi (MAH):

Son yillarda MAH diisiik riskli ozon uygulamalarinin en 6nemli bi¢imi
haline gelmistir. Ozon+kan reaksiyonu hastanin viicudu disinda olmakta, daha
sonra hastanin kendi kam aktif eritrositlerle reinfiizyona sokulmakta ve
immunokompetan hiicreler aktive olmaktadir.

Bu islem steril kosullarda tek kullanimlik malzemelerle yapilir. Hastanin
50-100 ml kami alinarak dogru dozda ozon ile zenginlestirilir. Ozon/oksijen
karisimi kandan gecirilir. Kan daha sonra hastaya tekar transfiize edilir.

MAH’nin en o©nemli endikasyonlari; arteriyel dolasim bozukluklari,
bagisiklik yeterizliginden kaynaklanan hastaliklar, enfeksiyon, romatizmal

hasaliklar, kanser hastalarina ek tedavi ve artritlerdir (49, 50, 51).

2. 2.2.2.2.Rektal Ozon Insiiflasyonu

En eski sistemik ve lokal uygulama yollarindan biridir. Bu ydntemle
yaklasik 10-12 insiiflasyonluk bir uygulama dizisini takiben MAH’ye benzer
sonuglar elde edilebilir.

Rektal ozon uygulamasinda katetere bagli ozona direngli bir enjektor
yardimu ile veya bir ozon konteyneri ve silikon doz ¢antasi kullanilarak 150-300
ml O3/0O, karisimu tatbik edilebilir.

Bu uygulama yontemi c¢ocuklarda en uygun ve pratik yontem oldugu
gosterilmistir.

Genel olarak rektal insiiflasyon, venoz yapilarin MAH i¢in uygun
olmadig1 hastalarda, bagirsakta proktit veya kolit gibi patolojilerin oldugu
hastalarda veya immiin sistemi zayif pediatrik hastalarda rekiirren

enfeksiyonlarn tedavisinde kullanilabilir (48).
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2. 2. 2. 2. 3. Minor Otohemoterapi
Ozona direngli 30 ml’lik tek kullanimlik enjektére 10 ml’lik O3/O,
karigimi doldurulur ve hastanin 3-5 ml kanma 20 pg/ml eklenir. Daha sonra bu
karisim intramuskuler olarak yeniden enjekte edilir.

Temel endikasyonlari alerjik durumlar, akne, fronkiilosisdir (49).

2. 2. 2. 4. Dusiik Basinch Ozon Uygulamasi
Lokal olarak sinirli yaralarda, ozon gazinin normal atmosfer basincin
altndaki degerlerdeki bir basingta ve vakum kabi1 altinda siirekli akiginin olumlu
etkisi oldugu gosterilmistir (49). Tedavi edilecek bolge daha 6nce su ile 1slatilir,
artik O; geri cekilir ve kataliz araciligl ile yeniden O, ye doniistiiriiliir. Vakum
hastanin kendini en rahat hissedecegi sekilde ayarlanir. Lezyonun ciddiyetine
gore vakum basinci ayarlanir.
Bu uygulamanin 6zellikle dekiibitis, radyasyon tahribatinda ve fistiillerde
yararli oldugu bilinmektedir (49).
2. 2.2.2.5. Transkiitan Ozon Irrigasyonu
Venoz iilserler ve genis alana yayilmis enfekte yaralarin tedavisinde
ozona direncli plastik ¢anta ve/veya torbalarin kullanilmasi pratik olmaktadir.
Yara, uygulama Oncesinde salin ile yikanir, ardindan bir “velcro band1”
ile gaz kacirmasi onlenir. Icerisindeki hava once acma-kapama muslugu ile
cikartilir ve ardindan belirlenmis oksijen/ozon karistmi ile doldurulur. Ulser
veya yara bolgesi ile gaz karisiminin temasi saglanir. Medikal ozon ortalama 10-
15 dakika kadar siireyle uygulanir. Artik ozon, katalizor kullanilarak oksijene
doniistiiriilir ve solunum yolu ile ortaya cikabilecek bir sorun engellenmis

olunur (48).
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2. 2.2.2.6.0zonize Su Uygulamasi

Ozonize su yeni veya yakin zamanda yapilmis cerrahi miidahaleler de
dahil olmak iizere enfekte olmus her tiirlii yaraya kars1 topikal uygulama i¢in
endikedir.

Ozonize su kompresler biciminde uygulanabilir. Ozonize su kompresleri,
ozellikle 6dem olusumu gibi enflamatuar siireclerin baslangic asamalarinda,
hizli ve Onemli Ol¢ciide agr1 gidericidir. Lokal O; uygulamas: hiicresel
metabolizmay1 aktive eder, ATP’de artis saglar ve lezyonun en yakininda olup
da heniiz iiremeye yatkinligim1 koruyan hiicerelerin yeniden polarize olmalarina
katkida bulunur (49, 50).

Kural olarak ozonize su ¢ift damitilmis sudan taze olarak hazirlanir. Bu
suyun ml’si azami 20 pg ozon absorbe eder, oda sicakliginda yar1 dmrii yaklasik
10 saattir. Buzdolabinda bu siire 5 giine cikar, yani ozonize suyun evde
kullanilmas1 da miimkiindiir. Ozonize su tamamen giivenli bir maddedir. Pratik
olarak herhangi bir gaz aciga ¢ikarmadigi i¢in havaya ozon karigmaz.

Bu tedavinin en 6nemli endikasyonlari; yeni yaralar, enfekte yaralar,
mantar enfeksiyonlari, liken veya kiifler, zona, herpes zoster, otitis eksternadir

(51).

2. 2.2.2.7. Topikal Olarak Rektal Insiiflasyon
Sistemik etkisine ek olarak rektal ozon/oksijen gaz insiiflasyonunun lokal
etkisi de kolit ve proktit tedavisinde 6nemli yer tutar. Fistiil tedavisinde fistiil

icine ozon/oksijen infiltrasyonu icin kateter ve emilim kabi birlikte kullanilir

(48).

2. 2.2.2.8. Intraartikiiler Ozon Uygulamasi
Intraartikiiler ozon enjeksiyonunun basta diz ve omuz eklemleri olmak
tizere akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda yararli ve etkin oldugu

kantlanmistir. En Onemli endikasyonlari; gonartrozis, akut omuz eklemleri
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sorunu, kismi sinirli hareket fonksiyonu, kronik omuz eklemi hastaliklari, agrili

hareketlerin tedavisidir (52).

2. 2.2.2.9. Ozonize Zeytinyagi
Dogrudan uygulanan ozonla karsilastirildiginda, mantar ve bakteri
oldiiriicii etkisi daha yavastir. Mikroorganizmalarin ozonize suda inaktivasyonu
birka¢ saniye alirken, ozonize zeytinyaginda, igerdigi peroksidik iiriinler
nedeniyle ayni etki birka¢ saat icinde gerceklesir. Mantar ve bakteri oldiiriicii
etkisi nedeniyle ozonize zeytinyagi basta yaygin fungoid/mikoid deri
enfeksiyonlar1 olmak iizere lezyonlarin lokal dezenfeksiyonu ve iyilestirilmesi

icin kullanilmaktadir (49,50).

2. 2. 2. 3. Medikal Ozonun Etki Mekanizmasi
Medikal ozonun etki mekanizmalar1 (52-54):
1- Iskemik doku kan akimin1 ve eritrositlerde 2,3 difosfogliserat diizeyini
arttirarak doku oksijenizasyonunu arttirmak.
2- Kronik oksidatif strese bagli antioksidan sistem aktivasyou ve HO-1
miktarini arttirmak.
3- Lokal uygulamada bakterisidal, fungusidal ve virostatik etkili
4- Yara iyilesme ve hizlandirma etkisi
5- Sitokin salintmini saglayarak immunoaktivator etki
Aslinda, ozon viicutta notrofiller tarafindan bakterisidal etki olusturmak
amacli immiin sistemin bir parcasi olarak kullanilan biyomolekiildiir (55, 56).
Ozon viicutta plazma, lenf s1vist veya serum fizyolojik icerisindeki cesitli
biyomolekiiller ile hemen reaksiyona girer ve sonucta molekiiler oksijen ve
reaktif oksijene doniisiir.

O3 + Biyomolekill —> O, + O
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Ozonun kendisi toksik madde degildir ve etkisini ortaya c¢ikardigi
radikaller iizerinden saglar. Viicutta coklu doymamis yag asitleri ile kisa
zamanda reaksiyona girerek hidrojen peroksidi olusturur (57).

R-HC=CH-R’ + O3 + H,O0 — R-COH + R’-COH + H,0,

Hidrojen peroksitin kendisi serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik
zarlara niifuz edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda
aldig1 rolden dolayr onemlidir. Diger bir 6nemli islevi de hiicre ici sinyal
molekiilii olarak gorev yapmasidir (54). Hidrojen peroksit sitokin salintmini
arttiran en onemli indikatorlerden biridir (58). Hidrojen peroksitin plazma yari
omrii cok kisa olup (2,5 dakika) hizla glutatyon peroksidaz ve katalaz tarafindan
parcalanir (59).

Viicudumuzda serbest radikallere karsi cok hassas bir denge bulunur.
Oksidan/antioksidan denge olarak tanimlanan bu dengenin bozulmasi oksidatif
strese yol acar. Oksidatif stres endojen ve eksojen kaynaklardan olusabilir.
Oksidatif stresin endojen nedenleri; mitokondriyal sizinti, solunumsal patlama,
enzim reaksiyonlar1 ve otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel faktorler ise
sigara dumani, hava kirliligi, UV isinlar, iyonize radyasyon ve
ksenobiyotiklerdir (60).

Ozon oOzellikle ¢oklu doymamus yag asitleri, askorbik asit, iirik asit,
sistein, rediikte glutatyon ve albumin ile reaksiyona girer. Ozon dozuna bagh
olarak karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA elektron vericisi olarak
oksidasyona ugrarlar.

Ozonun etkisi ile olusan serbest oksijen radikalleri hiicre membranini
etkiler. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri hiicresel, niikleer, mitokondriyal ve
endoplazmik zarlarda lipit peroksidasyonunu baglatir. Bunun sonucunda
kalsiyum kanallar1 agilarak hiicre i¢ci enzim aktivasyonuna baglh tepkimeler
olusur (61).

Ozon plazma ile temas ettikten sonra organizma icerisinde SOR ve lipid

oksidasyon iiriinii (LOP; lipid oxidation product) adli iki kimyasal yapinin
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olusumunda rol alir. Bu maddeler kontrollii oksidatif stres olusumu saglayarak

kan hiicreleri ve diger organlarin fonksiyon ve yapilarinda degisiklige neden

olur (52, 61).

Bu bilgiler ve literatiir 15181nda ¢alismamizda rektal yoldan uygulanan
ozonun inferior mezenterik ven yolu ile karacigere ulasmasi ve iliak venlerle de
sistemik dolasima girerek safra yolu baglanmis sicanlarda hepatik fibrozis

izerine etkisini arastirmay1 amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nde
(DETAE) yapilmistir ve 6ncesinde DETAE Hayvan Deneyleri Etik Kurul onay1
alinnstir.

Calismamizda agirliklart 180-220 gr aras1 21 adet erkek Sprague-Dawley
sican kullanildi. 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik standart laboratuar
sartlarinda uygun kafeslerde, sehir suyu ve standart yem ile beslendiler.
Hayvanlara uygulanan cerrahi islemler steril sartlarda ve intraperitoneal olarak
uygulanan 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 10
mg/kg xylazine hidrokloriir (Rompun, Bayer, Almanya) genel anestezisi altinda
gerceklestirildi.

Her grupta 7 sican olmak iizere 3 grupta toplam 21 sican kullanildi. Gruplar:

1. Deney Grubu: Laparotomi yapilip koledogun baglanarak obstriiktif sarilik

gelistirilen ve post operatif ilk giinden itibaren 30 giin siireyle rektal ozon
verilen grup

2. Sham Grubu: Laparotomi yapilip karin i¢inin sadece 1 cc serum fizyolojik

ile yikandig1 grup

3. Kontrol Grubu: Laparotomi yapilip koledogun baglanarak obstruktif

sarilik gelistirilen ve rektal ozon verilmeyen grup

3.1. Deneysel Tikanma Sarilig1 modeli Olusturulmasi

Tiim siganlarin batin 6n duvar tiiyleri traslanarak povidon iyot ile saha
temizligi yapildiktan sonra median laparotomi ile batina girildi. Sham grubunda
koledok bulundu ve birakildi. Deney ve kontrol grubunda koledok bulunarak
disektorle doniildii ve 4/0 ipek ile baglandi (Resim 1). Katlar usulune uygun cilt
3/0 ipek siitiir ile kapatildi. Hayvanlar anesteziden ¢ikmak iizere uygun kafeslere

alind1 ve post operatif 6.saatten itibaren oral beslenmeye baslandi.
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Resim 1: Laparotomi ile koledok kanalinin ortaya konulmasi ve baglanmasi

Deney grubunda postoperatif ilk giinden itibaren 1 mg/kg dozda, 50 pg/ml

konsantrasyonda rektal ozon uygulandi (Resim 2).

Resim 2: Rektal ozon uygulamasi
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Postoperatif 21.giinde tiim hayvanlar ketamin anestezisi altinda karin orta
hattan relaparotomi yapilarak intrakardiyak kan ornegi ve karacigerden doku

ornegi alind1 (Resim 3 ve resim 4).

Resim 3: Relaparotomi
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Resim 4: Kan ve doku orneklerinin alinmasi

3.2. Biyokimyasal inceleme

Kan ornekleri biyokimya tiipiine alinarak 5 dakika 3500 devirde santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi, serumlar analiz donemine kadar -80°C’de sakland.
Serum Orneklerinden hazir kitler kullanilarak kolorimetrik yontemlerle AST,

ALT, GGT, ALP, total bilirubin ve direk bilirubin diizeyleri ¢alisildi.

3.3. Histopatolojik ve Immunhistokimyasal Inceleme

Karaciger dokular1 %10’luk formalin ve Bouin's soliisyonunda 24 saat
fikse olduktan ve standart takip islemlerinden gecirildikten sonra parafine
gomiiliip 5 mm kalinlikta kesildi. Immunhistokimyasal reaksiyonlar Ventana
hazir  immunhistokimya cihazinda  standart islemlerden  gecirilerek
gerceklestirilmistir.

Diiz kas aktini (SMA): Cat.MS-113-P, Neomarker , Fremont, CA, USA -

1:50 dilusyonla kullanilmistir. Ayrica elde edilen karaciger kesitleri
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hematoksilen eozin ( H&E) ve fibrozisi degerlendirmek amaciyla Masson
Trikrom histokimyasal yontemi ile boyanmustir.
Fibrozisin ve periportal inflamasyonun histopatolojik degerlendirmesi

asagidaki tablolara gore yapilmistir (62) (Tablo 2 ve Resim 5).

Tablo 2: Hepatik fibrozisin histopatolojik siniflamasi

Histopatoloji Skor
Inflamasyon yok 0
Portal fibrozis 1
Septal fibrozis 2
Inkomplet siroz 3
Komplet siroz 4

Resim 5: Masson Trikrom ile boyanmada normal histolojik yapilar
(skor 0) (MT, x100)
Periportal inflamasyon histopatolojik olarak inflamasyon var veya yok

diye degerlendirilmistir.
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Her preparatta a-SMA pozitif hiicrelerin sayisinin skorlamasi yapildi. Her
preparatta rastgele secilen 10 alanda su sekilde skorlama yapild1 (63) (Tablo 3

ve Resim 6).

Tablo 3: a-SMA’nmin immunohistokimyasal skorlamasi

a-SMA skorlamasi Skor

Pozitif reaksiyon yok 0

Hepatik stellat hiicrelerin %10’ undan azinda boyanma var

Hepatik stellat hiicrelerin %11-20’sinde boyanma var

Hepatik stellat hiicrelerin %21-40’1nda boyanma

Al W N =

Hepatik stellat hiicrelerin >%40’1nda boyanma

Resim 6: a-SMA ile hepatik stellat hiicrelerin %11-20’sinde boyanmanin
gosterilmesi (skor 2) (SMA, x200)
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3.4. Istatiksel Analiz

Tanimlayict degerler; median, minimum (min.), maksimum (max.),
frekans ve ylizde seklinde sunuldu.

Gruplar arasindaki Ol¢iimsel degiskenlerin farkliligi Kruskal-Wallis tek
yonlii varyans analizi ile yapild1. ikili kiyaslamalar Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi ile yapildi. Anlamlilik sinir1 p<0,0167 olarak alindi.

Kategorik degiskenler Fisher kesin olasilik testi ile degerlendirildi.
Anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindi.

Analizler SPSS 21 paket programinda yapildi



29

4. BULGULAR

Calisma siiresince her gruptan 7 hayvan olmak iizere toplam 21 hayvan
kullanild1i. Gerek kontrol grubunda, gerekse deney gruplarinda 6len hayvan
olmad.

Deney grubunda AST ortalama 142,86 U/L (min:78, max:263,
median:96); ALT ortalama 69,57 U/L (min:46, max:126, median:53); ALP
degerleri ortalama 95,29 U/L (min:42, max:194, median:95); total bilirubin
degerleri ortalama 0,15 mg/dL (min:0,06, max:0,31, median:0,09); direk
bilirubin ortalama 0,1 mg/dL. (min:0, max:0,3, median:0) olarak bulundu (Tablo

4),

Tablo 4: Deney grubundaki sicanlarin AST, ALT, ALP, total
bilirubin, direk bilirubin, hepatik fibrozis, o-SMA ve periportal

inflamasyon degerleri

Denek AST ALT ALP T.Bil | D.Bil | Hepatik | a-SMA | Periportal
No Fibrozis inflamasyon

1 78 46 48 0,09 0 1 1 Yok

2 93 48 95 0,09 0 2 1 Yok

3 96 48 95 0,09 0 0 1 Yok

4 95 74 102 0,07 0 1 1 Var

5 133 53 42 0,06 0 0 1 Yok

6 242 90 134 0,28 | 0,2 2 2 Var

7 263 126 194 0,31 | 0,3 2 2 Yok
Ortalama | 142,86 69,57 | 95,29 | 0,15 | 0,1 1,14 1,28

Kontrol grubunda AST ortalama 214,71 U/L (min:118; max:377;
median:210); ALT ortalama 66 U/L (min:48; max:123; median:53); ALP
ortalama 160 U/L (min:46; max:280; median:150); total bilirubin ortalama 3,92
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mg/dL (min:0,12; max:11,8; median:2,9); direk bilirubin ortalama 3,6 mg/dL
(min:0,1; max:10,7; median:2,6) olarak bulundu (Tablo 5).

Tablo 5: Kontrol grubundaki sicanlarin AST, ALT, ALP, total
bilirubin, direk bilirubin, hepatik fibrozis, o-SMA ve periportal

inflamasyon degerleri

Denek AST ALT ALP T.Bil | D.Bil | Hepatik | a-SMA | Periportal
No Fibrozis inflamasyon
1 118 50 150 0,17 | 0,1 3 2 Var
2 139 48 83 0,12 | 0,1 1 2 Var
3 143 60 46 0,15 | 0,1 3 2 Var
4 210 53 140 2,9 2,6 2 3 Var
5 219 79 180 49 4.6 3 2 Var
6 297 49 280 7,38 7 3 3 Var
7 377 123 241 11,8 | 10,7 2 3 Var

Ortalama | 214,71 66 160 392 | 3,6 2,42 2,42

Sham grubunda AST ortalama 107 U/L (min:73; max:128; median:112);
ALT ortalama 56,14 U/L (min:35; max:77; median:54); ALP ortalama 87 U/L
(min:57; max:114; median:98); total bilirubin ortalama 0,09 mg/dL (min:0,07;
max:0,12; median:0,08); direk bilirubin ortalama 0 mg/dL (min:0; max:0;

median:0) olarak bulundu (Tablo 6).
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Tablo 6: Sham grubundaki sicanlarin AST, ALT, ALP, total
bilirubin, direk bilirubin, hepatik fibrozis, o-SMA ve periportal

inflamasyon degerleri

Denek AST ALT ALP T.Bil | D.Bil | Hepatik | a-SMA | Periportal
No Fibrozis inflamasyon

1 73 35 98 0,08 0 0 0 Yok

2 87 53 72 0,08 0 0 0 Yok

3 109 54 57 0,12 0 0 0 Yok

4 112 65 66 0,07 0 0 0 Yok

5 113 77 101 0,07 0 0 1 Yok

6 127 53 101 0,1 0 0 1 Yok

7 128 56 114 0,09 0 0 0 Yok
Ortalama 107 56,14 87 0,09 0 0 0,28

Tablo 7: Gruplarin AST, ALT, ALP, total bilirubin, direk bilirubin,

hepatik fibrozis ve a-SMA ortalamalarimin karsilastirmasi

Gruplar | AST ALT ALP T.Bil | D.Bil | Hepatik | a-SMA
Fibrozis
Sham 107 56,14 87 0,09 0 0 0,28
Deney 142,86 69,57 | 95,29 | 0,15 | 0,1 1,14 1,28
Kontrol 214,71 66 160 392 | 3,6 2,42 2,42
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Sekil 7. Gruplarin AST, ALT, ALP, total bilirubin, direk bilirubin,

hepatik fibrozis ve a-SMA ortalamalarimin karsilastirmasi

Deney, kontrol ve sham gruplarinin birbirleriyle AST, ALT, ALP, total
bilirubin ve direk bilirubin acisindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan
AST, total bilirubin ve direk bilirubin degerleri arasnda fark bulunmustur.
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testine gore sadece sham grubu ve
kontrol grubu arasinda anlamh fark saptanmistir (p<0,0167). Deney ve kontrol
grubu birbiriyle karsilastirildiginda total bilirubin (p=0,025) ve direk bilirubinde
(p=0,026) anlamlilik sinirina yakin saptandi (Sekil 7).

Deney grubundaki sicanlarin hepatik fibrozis degerleri incelendiginde 2

sicanda fibrozis saptanmadi (skor 0), 2 sicanda portal fibrozis (skor 1), 3
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sicanda septal fibrozis (skor 2) saptandi. Kontrol grubundaki si¢canlarin hepatik
fibrozis degerleri incelendiginde 1 sicanda portal fibrozis (skor 1), 2 sicanda
septal fibrozis (skor 2), 4 sicanda inkomplet siroz (skor 3) saptandi. Sham
grubundaki siganlarin hepsinde normal histolojik bulgular saptandi (skor 0)

(Tablo 8 ve Sekil 8).

Tablo 8. Gruplarin hepatik fibrozis skorlarimin dagilimi

Gruplar Fibrozis Toplam
0 1 2 3
n=9 % n=3 % n=5 % n=4 % n=21 %
Sham 7 (%100) |0 (%0) |0 (%0) |0 (%0) |7 (%100)
Deney |2 (%28,6) |2 (%28,6) |3 (%42,9)|0 (%0) |7 (%100)
Kontrol |0  (%0) 1 (%14,3) |2 (%28,6) |4 (%57,1) | T (%100)

100%-

80%-

60%1 @ Sham

B Deney
OKontrol

40%-

20%1

0%-

Sekil 8. Gruplarin hepatik fibrozis skorlarinin yiizdesel dagilim
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& Sham
B Deney
O Kontrol

Skor

Sekil 9. Gruplarin toplam hepatik fibrozis skorlari

Deney grubundaki sicanlarin a-SMA reaksiyonlar1 degerlendirildiginde 5
sicanda hepatik stellat hiicrelerin %10’undan azinda boyanma (skor 1), 2
sicanda hepatik stellat hiicrelerin %11-20’sinde boyanma (skor 2) saptandu.
Kontrol grubundaki sicanlarin o-SMA reaksiyonlar1 degerlendirildiginde 4
sicanda hepatik stellat hiicrelerin %11-20’inde boyanma (skor 2), 3 sicanda
hepatik stellat hiicrelerin %?21-40’1nda boyanma (skor 3) saptandi. Sham
grubundaki sicanlarin a-SMA reaksiyonlar1 degerlendirildiginde 5 sicanda
hepatik stellat hiicrelerde pozitif boyanma saptanmadi (skor 0), 2 sicanda
hepatik stellat hiicrelerin %10’undan azinda boyanma (skor 1) saptandi (Tablo
9, Sekil 10 ve Sekil 11).

Tablo 9. Gruplarin a-SMA skorlarinin dagilim

Gruplar a-SMA Toplam

n=5 % | n=7 % | n=6 % | n= % | n=21 %

Sham |5 (%71.4) |2 (%28,6)|0 (%0) |0  (%0) |7 (%100)

Deney |0 (%0) |5 (%71,4) |2 (%28,6) | O (%0) | T (%100)

Kontrol |0 (%0) | O (%0) |4 (%57,1) | 3 (%42,9) | T (%100)
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Sekil 10. Gruplarin a-SMA skorlarimin yiizdesel dagilimm

Skor

Sham

Kontrol

Deney

Sekil 11. Gruplarin toplam a-SMA skorlari

Deney grubundaki siganlarin 5’inde periportal inflamasyon saptanmazken,
2 sicanda periportal inflamasyon saptandi. Kontrol grubundaki sigcanlarin
hepsinde periportal inflamasyon varken deney grubunda 3 sicanda (%42.,9)

periportal inflamasyon

saptandi.

Sham grubundaki

O Sham
B Deney
O Kontrol

O sham
B Deney
O Kontrol

sicanlarin  hig¢birinde

periportal inflamasyon saptanmadi (Tablo 10 ve Sekil 12).




36

Tablo 10. Gruplarin periportal inflamasyon degerleri

Gruplar Periportal Inflamasyon Toplam
Yok Var
n=11 % n=10 %0 n=21 %
Sham 7 (%100) |0 (%0) |7 (%100)
Deney 4 (%57,1) |13 (%42,9) 17 (%100)
Kontrol |0 (%0) |7 (%100) | 7 (%100)

0 Sham
B Deney
[ Kontrol

YOK VAR

Sekil 12. Gruplarin periportal inflamasyon degerlerinin dagilimi
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5. TARTISMA

Karaciger fibrozisinin progresyonunun yavaslatilmasi ile kronik karaciger
hastalarinda beklenen yasam siiresinin uzamasi ve karaciger transplantasyon

ihtiyacinin azalmasi saglanabilir.

Karaciger fibrozisi yapisal ve metabolik bozukluklara bagli olarak ortaya
cikan patolojik bir durumdur ve ¢ok sayida faktor buna neden olabilmektedir.
Hepatik stellat hiicreler fibrozisin olusmasinda anahtar rol oynamaktadir.
Aktiflesen bu hiicreler miyofibroblast 6zelligi kazanmakta, kollojen tip 1 ve

kollojen tip 3 artis1 yaninda ekstraselliiler matriks artis1 da ortaya ¢ikmaktadir

(64, 65).

Safra yolu obstruksiyonu ile birlikte safra tuzlarina bagh karaciger hasari
genellikle karaciger disfonksiyonuna sebep olur ve ciddi morbidite ve
mortaliteye yol acgar (66, 67). Safra tuzlarimin yol agtigi karaciger hasariin
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir. Akut safra yolu tikanikliklari;
kanalikiiler kolestaz, safra duktus hiicreleri proliferasyonu, portal traktus
degisiklikleri, kronik siirecte ise periduktal bag dokusu artis1 ve fibroz
tabakalarin gelisimi ile sonucglanir (36). Kolestatik karaciger hasarinda safra
asitlerinin dokuda birikimi artmakta ve hepatositlerde safra akimi yavaslayarak
inflamasyonu tetiklemekte, bu da serbest oksijen radikallerini ve oksidatif hasari

artirmaktadir (66, 68).

Hepatik hasar ve fibrozisle sonug¢lanan ¢esitli karaciger hastaliklarinin
patogenezinde serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksitler de rol oynamaktadir
(69). Fizyolojik kosullarda organizma endojen veya ekzojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres ile miicadele
eden kompleks bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Serbest radikal olusum

hiz1 antioksidan sistemin yok etme giiciinii astiginda ise bu denge bozulur ve
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serbest radikallere bagli oksidatif stres ortaya c¢ikar (70). Serbest oksijen
radikallerinin sitotoksisite, mutagenez ve gen ekspresyonundaki degisiklikler ile

sonu¢lanan pek ¢ok hiicresel ve molekiiler etkileri mevcuttur.

Safra yolu obstruksiyonu olusturulan sicanlarda portal alanda fibrozisin
uyarildigi, erken evrede safra kanal epitellerinin ve cevresindeki fibroblastlarin

cogaldigr ve inflamasyonun arttig1 gosterilmistir (71).

Hepatik fibrozis 6nceleri pasif ve geri doniisiimsiiz kronik karaciger hasari
olarak tanimlanirken, giiniimiizde fibrozisin dinamik bir siire¢c oldugu ve kismen
geri doOniisebilir oldugu kabul edilmektedir (72). Hepatik fibrozis, geri
dondiiriilebilen donemde tedavi edilirse basar1 oram yiiksektir ve siroza gidis
onlenebilir. Buna ragmen karaciger fibrozisin tedavisi i¢in heniiz hicbir ilag

onaylanmamuistir.

Medikal uygulamalarda ozon O,/O; karisimi seklinde kullanilir. Son
yillarda medikal ozon kullanimi hizla yayginlasmaktadir. Giiniimiizde diisiik doz
ozon ile antioksidan enzimlerin, nitrik oksit yolunun ve diger hiicresel
aktivitelerin diizenlenebilecegi kamtlanmistir ve bircok patolojik durumda
ozonun sasirtan etkileri goriilmiistiir (73). Medikal ozon uygulanan hastalarin
tedaviye verdigi yanitlardaki farkliliklar ve standardize edilmis calismalarin
yapilmamasi1 nedeniyle terapotik bir ajan olarak siniflamasini zorlastirmaktadir
(74). Bununla birlikte, insan ve hayvanlardaki ozon kullaniminin tartismalari
halen devam etmektedir. Ozellikle yiiksek doz kullaniminda serbest radikal
olusumundaki artisa baglh ortaya cikan yan etkiler ve inhalasyon yolu ile
verildiginde ise respiratuar sistemdeki irritan etkileri bu tartismada onemli rol

oynamaktadir (75, 76).

Kilig B. yaptig1 calismada sicanlarda yanik sonrasi uyguladigt ozon

tedavisinde bakteriyel translokasyonu azalttigin1 saptamistir (77).
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Gil H. ve arkadaslar1 yiiksek doz asetaminofen verilen sicanlarda
intraperitoneal ozon tedavisinin oksidatif stresi azaltarak AST, ALT degerlerini
diislirdiigiinii  saptamuslardir.  Yine bu calismada mitokondriyal hasarin
engellenmesi ve inflamatuar yolaklarin yeniden diizenlenmesi iizerinden ozonun

karaciger histolojisi lizerinde olumlu etkisi olabilecegi diisiiniilmiis (78).

Ajamieh ve arkadaslar1 hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde ozon
tedavisinin nitrik oksit sentetaz (NOS) ekspresyonu sonucu NO salinimini
artirarak AST, ALT’yi disiirdiigiinii ve lipid peroksidasyonunu engelleyerek

karaciger hasarini engelledigini saptamislar (7).

Giiltekin ve arkadaslar1 iyonize radyasyonun oksidatif stres iizerinden
doku hasar1 yapmasin1 ozon terapi ile engelledikleri ¢alismada ozon terapinin
lipid peroksidasyonunu ve serbest oksijen radikallerinin karaciger lizerine olan

etkisini azalttigini saptamislar (79).

Bizim calismamizda da AST, ALP, total bilurubin ve direk bilirubin
degerlerinde diisiis saptamakla beraber deney ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda sadece total bilirubin seviyesinde Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testinde anlamlilik sinir1 olan p<0,0167’ye yakin deger olan
p=0,025 bulduk. Denek sayisinin azligindan dolay1 diger parametrelerde anlaml
sonuca ulasilamadi ancak AST ve ALP degerlerinin deney grubunda kontrol
grubuna gore belirgin diisiik saptadik. Denek sayisinin artirilmasi ile ¢alismanin

tekrarlanmas1 halinde anlaml1 sonuca ulasacagimizi diisiinmekteyiz.

Calismamizda, sican karacigerlerinin histopatolojik incelenmesinde
hepatik fibrozisin ve periportal inflamasyonun deney grubunda daha diisiik
oldugunu saptadik. Kontrol grubundaki sicanlarin %57,1’inde inkomplet siroz
saptanirken, deney grubunda siroza rastlanmadi. Deney grubundaki sicanlarin
%42,9’unda periportal inflamasyon varken bu oran kontrol grubunda %100

olarak bulundu.
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Aksu ve arakadaslar1 metilen mavisinin safra yolu baglanmis sicanlarda
koruyucu etkinligini calismislar ve metilen mavisi verilen grupta o-SMA

pozitifliginin azaldigin gostermislerdir (80).

Bizim ¢alismamizda da immunohistokimyasal olarak kontrol grubunda
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, siniizoidlerde, fibrotik septalar ve prolifere safra
duktuslarinda a-SMA ile pozitif reaksiyon izlenmistir. Ozon verilen grupta

pozitif a-SMA reaksiyonunda belirgin azalma oldugu saptandi.

Sonu¢ olarak daha o©nceki calismalarda ozonun hepatik iskemi-
reperfiizyon modelinde ve asetaminofen verilen sicanlarda karaciger hasarini
azalttigi gosterilmesine ragmen tikanma sariligt modelinde ozonun etkisi
arastirtlmamistir. Bu calismada tikanma sariligit modelinde ozonun karaciger
hasar1 {izerine etkilerini arastirdik. Calismamizda ozonun tikanma sariligi
modelinde karacigeri koruyucu etkisi tam olarak ag¢iklanamasa da hepatik
fibrozisi, periportal inflamasyonu ve hepatik stellat hiicrelerin a-SMA ile pozitif
reaksiyonunu azalttigini; karaciger harabiyetini gosteren AST, ALP, total
bilirubin ve direk bilirubin degerlerinde diisiis yaptigin1 saptadik. Ozonun bu
koruyucu etkisi muhtemelen antioksidan sistemi aktive ederek, doku
oksijenizasyonu arttirarak, NO salimimi arttirarak, oksidatif stresi ve lipid
peroksidasyonunun karaciger iizerine olumsuz etkisini azaltarak, mitokondriyal
hasar1 engelleyerek, immunmodiilator etkisinden  kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Bundan sonraki ¢alismamizda immunomodiilator etki yoniinden

bir ¢alisma yapmay1 planlamaktayiz.

Cocukluk caginda hepatik fibrozisle sonuclanan bilyer atrezi, koledok
kisti, primer bilyer siroz, kolanjit gibi hastaliklarin tedavisinde ozonun karaciger
harabiyetini azaltacagim1 ve gerektiginde karaciger transplantasyonunu
geciktirecegini diisiinmekteyiz. Ancak klinik kullanim ve anlamli sonu¢ i¢in

daha fazla sicanla calisilmasi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda safra yolu obstruksiyonu olusturulan sicanlarda hepatik

fibroziste ozon tedavisinin rolii arastirilmistir.

1-

Sicanlara laparatomi yapilarak koledogu baglandiginda sican

karacigerinde hepatik fibrozis olusmustur.

Biyokimyasal olarak AST, ALP, total bilirubin, direk bilirubin
degerleri rektal ozon uygulanan grupta kontrol grubuna gore diisiik

saptand.

Histopatolojik olarak hepatik fibrozis ve periportal inflamasyon rektal

ozon uygulanan grupta kontrol grubuna gore daha diisiik saptanda.

a-SMA ile boyanma rektal ozon uygulanan grupta kontrol grubuna

gore daha diisiik saptandi.

Ozonun gosterilen etkisini agiklayict nedenlere yonelik calismalara

gereksinim vardir.
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