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1.GIRIS VE AMAC

Iskemi bir dokunun kanlanmasinda azalmaya bagli dokuda geri doniisiimlii ya da
geri dontisiimsiiz olarak doku hasarmin meydana geldigi klinik durumdur.
Paradoksal olarak iskemi sonrasi meydana gelen tekrar kanlanmaya bagli,
iskeminin olumsuz etkilerinin azalmasi bir yana, daha da agreve oldugu klinik

durum iskemi reperfiizyon hasari olarak adlandirilir.

Giinliik pratikte, fizyolojik ya da iyatrojenik olarak olusan bir trombiisiin ya da
embolinin fibrinolizis ya da tibbi bir miidahale ile ¢ikarilmasi1 sonrast dokunun
yeniden kanlanmasiyla hem iskemik kalan dokuda hem de o bdlgede meydana
gelen inflamatuar mediatorlerin sistemik etkileriyle tiim organ sistemlerinde

hasarlanma meydana gelmektedir.

Etki mekanizmasi halen tam olarak bilinmeyen bu hasarlanmanin patofizyolojisi
ve tedavi modaliteleri iizerinde halen calisilmaktadir. Bu baglamda literatiirde pek
c¢ok molekiil bu lokal ve sistemik hasar mekanizmasini durdurmak amaciyla
denenmektedir. Calismamizda bu molekiillerden literatiirde de popiilerce
kullanilmis olan ozon molekiiliiniin iskemi reperfiizyon hasarinin uzak organlar

tizerindeki etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Ozellikle abdominal aort cerrahileri sirasinda uzun siire iskemik kalan alt
ekstremite, cerrahi sonrasi tekrar kanlanmast ile akciger ve bobrek gibi organlarda
sistemik inflamatuar yanitlar ve doku hasar1 meydana gelebilmektedir. Bu
hasarlara kars1 ozon tedavisinin koruyucu etkisi, rat modeli iizerinden incelemek

bu calismada amaclanmuistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. iskemi ve tarihgesi

Iskemi, doku kanlanmasindaki azalmaya bagli olarak, dokularin hiicresel
metabolizmasini siirdiirmesi ve canliligimi devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan

oksijen ihtiyacinin karsilanamadigi durumdur.

Kan dolasimi tarihte ilk kez milattan 6nce 6.yiizyilda Krotonlu bir filozof ve
hekim olan Alcmeon tarafindan tanimlanmistir. Bu tanimdan yola ¢ikarak azalmis
kan akiminin iskemik hastaliklara, tamamen durmus kan akiminin da 6liime sebep

oldugunu belirtmistir (1,2).

Hipokrates 6lii hayvan incelemelerinde arter ve venleri fleb olarak tanimlayarak
sakrifiye ettigi hayvanlarin 6zellikle karaciger ve dalaklarinda venlerin kanla dolu,
arterlerin ise i¢inin bos olmasi1 sebebiyle venlerin organlara kan tasidigi, arterlerin
ise hava tasidigi sonucuna varmustir. Ayrica inceledigi olii hayvanlarda
karacigerin kalpten daha fazla kan icermesi sebebiyle karacigeri dolasimin ana
organi olarak tanimlamistir. Galen’in arterlerin hava degil kan tasidigimi ve

dolasimin ana organinin kalp oldugunu kesfedene kadar bu yanilgi devam etmistir

(3,4).

11. yiizyilda yasayan Ibni Sina da alt ekstremite hastaliklarinda arteryal sistemin

zitt1 olan vendz sistemde onemli yeri olan safen veni tanimlamistir (5).

19.ylizy1lin baginda Ren¢ Theophile Hyacinthe Laennec tarafindan yazilan “Traite

de I’auscultation mediate et des maladies des poumons et du Coeur” kitabinda



vaskiiler patolojiler ve anevrizmalar ayrintili bir sekilde anlatilarak trombotik

hastaliklar tanimlanmustir (6).

1895 yilinda Yvan Saneew alt ekstremitesinde siddetli iskemik atagi olan ve
amputasyon planladigi hastasinda femoral arteri agarak trombiisii ¢ikartmis ve
arkasindan arteri tekrar geri onararak amputasyonu da planladigi seviyenin daha

distalinden gergeklestirerek operasyonu tamamlamustir (7).

1960’11 yillarda Charles Dotter tarafindan radyolojinin sadece tan1 koymada degil
ayni zamanda tedavide de etkili olabilecegi fikriyle iskemik hastaliklarda

endovaskiiler tedavi ¢ag1 baglamistir (8).

Iskeminin molekiiler diizeydeki patofizyolojisini inceleyecek olursak, hiicrelere
yeterli oksijen saglanamamasma bagli olarak pek c¢ok metabolik yolak
caligmamakta buna bagli olarak hiicrenin ihtiyaci olan enerji iretilemedigi i¢in
once geri donilisiimlii hiicre hasari, daha sonra da nekroz yolagiyla hiicre 6limii

gerceklesmektedir (9).

Hiicreler protein sentezi, membran transportunun saglanmasi, hiicre ve hiicre
disindaki iyon konsantrasyonlarinin fizyolojik diizeyde tutulmasi, lipogenez,
hiicre boliinmesi gibi pek ¢ok fizyolojik siireglerini siirdiirebilmek i¢in ATP’ye
(adenozin trifosfat) ihtiyag duymaktadir. ATP , oksijenli solunum ile hiicre
mitokondrisinde ADP’nin (adenozin difosfat) fosforillenmesi sonucu olusan
yiiksek enerjili bir molekiildiir. Viicudumuzdaki tiim hiicreler fonksiyonlarini
stirdlirebilmek i¢in bir giinde yaklasik 50-75 kg ATP kullanmak zorundadir. Buna
bagl olarak iskemi sonrasi dokular yeterli oksijenasyonu saglayamadiklarinda bu

dokularin fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelmesi sasirtict degildir (10,11).
3



Hiicreler oksijen yetmezligi sirasinda hipoksi ile indiiklenen transkripsiyon
faktortic (HIF-1) dreterek yeni duruma adaptasyon saglamaya calisir. Bu
transkripsiyon faktorleri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi
proteinler sentezleterek, bolgeye yeni damar olusumunu indiikler. Boylece
bolgenin kanlanmasini ve dolayisiyla oksijen sunumunu arttirmaya ¢alisirlar. HIF-
1’in sentezini uyardig1 diger bir takim proteinler ise hiicrenin anaerobik glikoliz
ve krebs dongiisiinii daha fazla kullanmasini saglayarak oksijensiz de hiicreye
enerji sunumunu sabit tutmaya ¢alisir. Cizgili kaslar ve karaciger gibi hiicre i¢inde
daima glikojen deposu bulunan ve bu sayede glikolizle de enerji ihtiyacini belli
bir olcliye kadar karsilayabilen dokular iskemiye daha dayanikli iken, beyin gibi
enerji metabolizmasi neredeyse tamamen oksidatif fosforilasyona bagli dokular

iskemiye kars1 son derece hassastir (9,12).

Iskemi sonucu hiicredeki enerji azligina bagl ilk olarak sodyum potasyum ATPaz
(Na-K-ATPaz) pompast islevini yerine getiremez. Buna bagli olarak hiicre igi
sodyum konsantrasyonu artar ve osmotik basingla hiicre i¢ine su dolar ve hiicre
sismeye baglar. Ayrica oksidatif fosforilasyon yapilamadigi i¢in glikolitik yolaklar
kullanildigindan olusan laktik asit hiicredeki pH seviyesini diisirmektedir. Asidik
ortam sebebiyle pek cok hiicre i¢i protein ve enzim ideal pH seviyesinden
uzaklasildigi i¢in islevlerini yerine getirememektedir. Hiicre asit-baz dengesindeki
bozulma yeni protein sentezini de olumsuz etkileyerek, zamanla ribozomlar
graniilli endoplazmik retikulumlardan ayrilmaya baglar. Hipoksi sonrasi
reperfiizyon sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin de hiicre o6liimiinii

hizlandirdig1 herkes tarafindan kabul edilmekle birlikte, hipoksinin kendi bagina



reperfiizyon olmadan da serbest oksijen radikalleri olusturup hiicre 6liimiini

hizlandirdig1 iddias1 da tartisilmaya devam etmektedir (13).

Hiicrede meydana gelen tiim bu degisimler son olarak mitokondrial ve lizozomal
membranlarda ayrismaya sebep olduktan sonra hiicre Oliimii kaginilmazdir.
Iskemi ve hipoksiye bagl hiicre &liimii agirlikli olarak lizozomal enzimlerin
salmim1 sonucu nekrotik siirecle ilerlemesine karsin mitokondriyal yolakla

apoptotik siireclerin de katkisi oldugu bilinmektedir (9).

Iskemi gelisiminin sebeplerinin basinda aterosklerotik hastaliklar gelmektedir.
Ateroskleroz baslangi¢ nedeni halen tam olarak bilinmemekle birlikte ¢ocukluk
doneminde basladig1 diisiiniilen, yiiksek tansiyon, yiiksek kolestrol ve trigliserit
seviyeleri, inflamasyon, insiilin direnci, obezite, sigara veya diger tiitiin
tirtinlerinin kullanim1 sonucu meydana gelen endotel hasar1 sonucu olusan ve arter
liimenini okliizyona ugratan bir hastaliktir. Yillar i¢inde yavas yavas biiyliyen
trombiis kronik iskemiye sebep olurken, aterosklerozun trombiis i¢ine kanama,
propagasyon, embolizasyon gibi komplike olmasi durumunda akut iskemiye
sebep olmaktadir. Emboli ise iskemiye sebep olan ikinci bir nedendir. Ayrica
ateroskleroz plagi embolize olabilecegi gibi yag, hava, amniyotik sivi ya da
yabanci materyaller de embolize olarak distaldeki bir arterin tikanmasina ve buna
bagli iskemiye neden olabilir. Trombiis ve emboli disinda diger bir iskemi nedeni
ise damarlarin kendi kontraksiyonuna bagli meydana gelen vasospazm
durumudur. Raynoud femomeni gibi soguga karsi verilen hiperreaktif bir arter
cevabi ya da subaraknoid kanama sonrasi serebral arterlerde goriilen vazospazm

bu duruma birer o6rnektir. Otoimmiin hastaliklara bagli goriilen vaskiilitler,



enfektif tablolar, timor ya da anatomik varyasyonlara bagl olarak (torasik ¢ikis
sendromu gibi) arterler lizerine mekanik basi1 olmasi1 da daha nadir goriilen iskemi

nedenleri arasindadir (14-16).

Iskemi baslangic zaman1 ve siddetine gore siniflandirilir. 14 giinden daha kisa bir
stire once basliyorsa akut iskemi olarak isimlendirilir. Eger iskemi 14 giinden
daha fazla bir siire stabil kalmigsa kronik iskemi denir. Eger iskemi 14 giinden
daha kisa bir siire once baslamis ve sikayetler giderek artiyorsa kronik iizerine
akut iskemi olarak simiflandirilir(17). Siddetine gore siniflandirmada ise, etkilenen
ekstremite i¢in tehdit olusturmuyorsa inkomplet, tehdit olusturuyorsa komplet,

ekstremitede artik canlilik yoksa irreversibl olarak siniflandirilir (17).

Iskeminin bulgulari Ingilizcede her birinin bas harfi “P” olmasi sebebiyle 5P
bulgulari olarak kisaltilmaktadir. Bu bes semptom agr1 (pain), solgunluk (pallor),
parestezi (paresthesia), nabizsizlik (pulseless), sogukluk (perishing cold) ve
paralizidir (paralysis). Dokunun metabolik aktivitesi ne kadar yiiksekse agrinin
baslama siiresi o kadar kisadir. Ornegin iist ekstremitede iskemi aninda agrinin
baslama zamani 3-4 dakika iken, egzersiz sirasinda bu siire 15-20 saniyeye kadar
inebilmektedir. Iskemi sonucu dokulara yeterli oksijen tasinamamasidan
kaynakli anaerobik metabolizma sonucu olusan laktik asidin dokularda
birikiminin agr ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica iskemik dokulardan
salinan bradikinin ve proteolitik enzimlerin de agriya katkis1 oldugu

diistiniilmektedir (17,18).

Iskemi etkilemis oldugu organa gére cesitli semptomlarla karsimiza ¢ikmaktadir.

Ornegin iskemi kalpte meydana geldiginde éncelikle anjina pektoris daha sonra

6



iskeminin geri doniilemez evreye gecmesi ile myokardiyal enfarktiis goriliir.
Anjina pektoris iskeminin sebep oldugu geri doniisiimlii, aralikli ve gegici gogiis
agris1 olarak tanimlanir. Stabil, anstabil ve varyant (prezimental) olmak iizere ii¢

smifa ayrilir (19).

Beyin dokusunun iskemisi ise serebrovaskiiler olay olarak adlandirilir.
Serebrovaskiiler olay gegici iskemik atak (TIA), kalic1 enfarkt veya watersheed
enfarktla sonuglanabilir. Gegici iskemik atak 24 saatten kisa siiren beyin,
beyincik, beyin sap1 veya retinal dokulardaki iskemiye bagli kalici enfarktin
gelismedigi noronal disfonksiyondur. inme olarak bilinen kalici enfarkt ise
serebral dokulardaki perfiizyon azalmasina bagh kalic1 olarak fonksiyon kaybidir.
Bunun sonucunda etkilenen bolgenin fonksiyonuna bagli olarak konusma, motor
fonksiyon, duyusal algilama, uyaniklik, okuma, anlama gibi yliksek kortikal
faaliyetlerde sekel meydana gelebilir. Kelime anlami olarak 2 farkli nehir
havzasinin birlesim yeri anlamina gelen watersheed enfarkt ise ayn1 anlami gibi 2
farkli arterin periferik olarak birbirine yaklastig1 zonlarda meydana gelen enfarkt
tipi olup, bu tip enfarktlar genellikle kronik ve subklinik bir seyir gostermektedir

(20,21).

Iskemik renal hastalik renal arterde ciddi diizeyde stenoza bagli glomeriiler
filtrasyonun azalmas1 ve renal parankim hasariyla giden klinik durumdur. Kronik
bobrek yetmezligi gelismesinde son derece onemli bir etkisi bulunan iskemik
renal hastalik ciddi oranda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Ayrica
renal arter stenozu sonucu asiri aktive olan renin-anjiotensin sistemi sebebiyle

hastalarda ciddi hipertansif ataklar meydana gelip bunun sonucunda



kardiyovaskiiler ve sinir sistemi basta olmak {izere pek ¢ok sistemde farkli

komplikasyonlar meydana gelmektedir (22,23).

Akciger dokusunda ise iskemi; embolize olmus trombiisiin biiyiik capta bir arteri
tikamasi sebebiyle akut olabilecegi gibi, daha kiiciik mikroembolilerle kronik
iskemi seklinde de olabilir. Akut pulmoner emboli hastada ani baglayan nefes
darligi, gogiis agrisi, hizli soluk alip-verme gibi semptomlar gosteren, hipoksi,
hipokarbi, takipne ve tasikardi saptadigimiz, hemodinamiyi tehdit eden akut ve
hayati bir klinik durumdur. Diger yandan kronik pulmoner iskemi ise uzun
donemde pulmoner hipertansiyona ve ona bagl sistolik sag kalp yetmezligine

sebep olabilen ciddi bir klinik tablodur (24,25).

Bagirsak dokularinin kanlanmasindaki azalmaya bagl gerceklesen durum ise
mezenter iskemisi olarak adlandirilir. Belirli bir uzunlugun iizerinde etkilenen
segment olmas1 yasamla bagdagsmayacak mortal bir tablodur. Baslangi¢ siiresine

gore akut ve kronik mezenter iskemisi olarak ikiye ayrilmaktadir (26).

2.2. Iskemi reperfiizyon hasari

Iskemi reperfiizyon (IR) hasari, uzun siire iskemik kalan dokuya yeniden kan
akimi saglanmasinin hiicresel hasar1 diizeltmek yerine daha da artiran paradoksal

bir durumdur.

Son otuz yilda iskeminin sebep oldugu molekiiler, hiicresel, dokusal degisimler
incelenirken, reperfiizyonun da iskemiden bagimsiz olarak hiicre hasarma yol

actig1 kesfedilmistir. IR sonras1 meydana gelen doku hasarmnin daha ¢ok iskemik



fazin etkilerinin slirmesinden mi yoksa reperflizyon sonucu olusan yeni

mekanizmalardan mi1 kaynaklandigi konusu tartismalidir.

Patofizyolojisi halen tam olarak aydinlatilamayan IR hasarmin muhtemel
mekanizmalari; (1) hiicre igi artmis kalsiyum iyonunun toksisitesi, (2) yeniden
saglanan kan akimi sonrasi iiretimi artan serbest oksijen radikalleri, (3) endotelyal
disfonksiyon, (4) protrombojenik fenotipin meydana gelmesi, (5) mitokondrial

permeabilite gecis (MPT) porlarinin agilmasi, (6) artmis inflamatuar yanittir (27).

IR hasarinda endotel disfonksiyonun biiyiik bir etkisi olmas1 sebebiyle, risk
faktorleri iskemik hastaliklarin risk faktorleri ile paralellik gostermektedir.
Hiperlipidemi, hipertansiyon, diyabet, obezite, sigara ve tiitiin kullanim1 IR hasar

igin basglica risk faktorleridir (28).

IR hasarinin mekanizmalarinin basinda hiicre igi artan kalsiyum iyon
konsantrasyonu gelmektedir (29). Iskemi sirasinda anaerobik solunuma baglh
artan laktik asitle hiicre i¢i pH diismektedir. Buna bagli hidrojen/sodyum pompasi
ile hiicre i¢i pH dengelenmek i¢in hiicre disina hidrojen atilirken, pasif diflizyonla
sodyum hiicre icerisine alinir. Bu kez de hiicre i¢inde artan sodyum miktar
dengelenmek i¢in yine ATP’den bagimsiz pasif olarak ¢alisan sodyum/kalsiyum
pompast devreye girer ve hiicre i¢indeki sodyumu ekstraselliiler alana atarken,
hiicre i¢ine kalsiyum alir. Reperfiizyon sirasinda artan dolasimla beraber hiicre
disindaki artmis hidrojen konsantrasyonu disiiriiliir, bdylece proton gradienti
artirtlarak pasif diffiizyonla g¢alisan hidrojen/sodyum pompasit ve dolayisiyla
sodyum/kalsiyum pompasi daha da aktif ¢aligmaya baslar (29,30). Sonugta hiicre

ici kalsiyum konsantrasyonu iskemik fazdan daha yiiksek diizeye ulasir (Sekil 1).
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Sekil 1. Iskemi ve reperfiizyon durumlarmda hiicre i¢i kalsiyum artiginin
gosterilmesi (27)

Plazma membranindaki sodyum kalsiyum pompasindan hari¢ ayrica endoplazmik
retikulumdan da perfiizyon doneminde kalsiyum salinimi artarak, hiicre ici

kalsiyum diizeyi ¢ok yiiksek diizeylere cikar.

Artmis hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun sonucu, bir kisminin mitokondri
icine gecmesiyle, MPT gecisi tetiklenmekte ve sonugta hiicre Olimii
baglamaktadir. Ayrica artan kalsiyum konsantrasyonu kalmodulin iliskili protein
kinazlar aktifleyerek apoptozis yolagi ile hiicre 6liimiinii baslatabilir. EK olarak

kalsiyum pirofosfatlar inflazom olusumunu tetikleyerek interlokin 1 (IL-1), timor
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nekroz faktor alfa (TNF-alfa) gibi inflamatuar mediatorlerin salinimina da sebep

olurlar (9).

IR hasarinin diger bir &nemli mekanizmast da yeniden kanlanma ve

oksijenlenmeyle birlikte iiretilen oksijen radikallerinin hiicreye verdigi hasardir.

Hiicre icinde iskemi ile up-regiile olan bax bcl gibi proteinler, reperfiizyon ile
aktive olarak Bcl2 yolagi ile apoptoza sebep olurlar. Ayrica mitokondri membran
gecirgenliginin artmasi ile sitoplazmaya salinan sitokrom c de hiicre Sliimiini
baglatan gii¢lii bir apoptojendir. Hiicrenin kendisini, kendi lizozomu ile
sindirmesi anlamina gelen otofaji ise iskemi sonrasi reperfiizyon doneminde

hasarlanmis hiicreleri ortadan kaldiran bir mekanizmadir (31,32).

Viicuttaki patojenlere karsi verilen bir yanit olan inflamatuar sistem, iskemi ve
reperfiizyon gibi durumlarda da aktive olarak doku hasarini arttirmaktadir. Bu tip
mikroorganizma igermeyen inflamasyona steril inflamasyon denilmektedir. Ayni
patojenlerde oldugu gibi iskemik hiicrelere kars1 da reperfiizyon sonucu bdlgeye
ulagan notrofillerce bir immiin yanit olusur. Noétrofiller hidrolitik enzimlerini
salma, serbest oksijen radikalleri olusturma gibi mekanizmalarla immiin yanit
olusturur. Sonucta iskemik dokuda reperfiizyonla hasar daha da artmaktadir.
Hasarlanan iskemik hiicrelerden salinan sitokin, kemokin ve proinflamatuar
mediatorler mikrovaskiiler gecirgenligi arttirarak bolgeye daha fazla immiin hiicre
gelmesini tetiklenmektedir. Salgilanan mediatorlerle endotel hiicreleri, plateletler
ve diger 16kositlerin aktive olarak inflamatuar siireclere katilmasi ile reperfiizyon

hasar1 artmaktadir (27,33,34).
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Iskemik reperfiizyon hasar1t DNA ( deoksiribo niikleik asit) metilasyonu, histon
deasetilasyonu gibi dogrudan genomu degistirmeyen fakat ekspresyonunu bozan

epigenetik degisikliklere de sebep olmaktadir (35).

Beyin viicudun giinliik oksijen ihtiyacinin %25-30’unu tek basma harcayan,
agirligina oranla en yiiksek enerji ihtiyaci olan dokudur. Buna bagli her ne kadar
tromboembolik vakalarda 90 dakikaya kadar miidahale sonrasi basari goriilse de,
20 dakikadan uzun siiren iskemide muhakkak belirli 6lgiide de olsa hasar
gormektedir. Ayrica beyin diger siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz, katalaz, hem oksijenaz gibi antioksidan enzimleri ¢ok az
bulundurmakta ve diger organlara nazaran ¢ok az sitokrom c¢ oksidaz
icermektedir. Bu sebeple beyin oksidan strese karsi son derece savunmasizdir.
Bunun sonucu olarak da dokudaki mitokondriler enerjiyi daha az ATP’ye
donustiiriirken, daha ¢ok oksijen radikali tiretmektedir. Ayrica beyin dokusunda
yiiksek diizeyde doymamis yag asidinin bulunmasinin da oksidan stresin daha

fazla olmasinda katkisi oldugu diistiniilmektedir (27,36).

Kalp de IR hasarina kars1 beyinle benzer olmakla beraber tolerans araligi daha
genistir. Genellikle 12 saat siiren iskemi sonrasi bile perfiizyon sonrasi tekrar
doku canlilig1 saglanabilmektedir. Beyinden farkli olarak reperfiizyon donemi
sonrasi bolgeye ciddi miktarda mast ve fibroblast hiicreleri gelmektedir. Mast
hiicrelerinin fonksiyonu halen tartismali olsa da, fibroblast hiicreleri trettikleri
kollojenlerle fibrozis meydana getirerek kalbin kontraktilitesinin azalmasina

sebep olurlar (37).
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Kalp, beyin, bobrek, mezenter gibi organlarin aksine iskelet kasi iskemiye ve IR
hasarma kars1 olduk¢a dayaniklidir. Arteryal yaralanma gibi durumlarda turnike
ile iyatrojenik olarak iskemik birakilan doku yalnizca 2 saatte bir turnikenin

gevsetilip tekrar kapatilmasi ile ¢ok uzun siire canliligini koruyabilmektedir.

Ne yazik ki IR hasar1 yalnizca iskemi Ve reperfiizyona maruz kalan doku ve
organlarda degil, aym1 zamanda uzak organlarda da hasarlanmalara yol
acabilmektedir. Patofizyolojik olarak primer organdakine benzer sekilde tiretimi
artmis serbest oksijen radikalleri, 16kositler ve salgilanan inflamatuar mediatorler
sebebiyledir. Bu mediatorler ve radikaller iskemik dokuda dogrudan firetilip
dolasim yoluyla uzak organlari etkileyebildigi gibi, bolgede aktive olmus l6kosit
ve diger inflamatuar hiicreler yoluyla baska bir organda da iiretilebilmektedir

(38,39).

IR sonrasi uzak organ hasar1 en stk mezenterik IR sonrasi gelismektedir. Hasarli
bolgeden salgilanan mediatorlerle uzak organlardaki ksantin oksidaz (XO)
enziminin aktive olarak serbest oksijen radikali (ROS) iiretimini artirdigi

gosterilmistir (28).

Iskemi ve reperfiizyona maruz kalan organdan salgilanan inflamatuar mediatérler,
komplemanlar 10kositlerin yani sira, end-organdaki endotel hiicrelerini de
aktifleyerek yiizey adezyon molekiillerini eksprese etmelerine, bdylece

kendilerine kars1 immiin yanit olusmasina sebep olurlar.

Sistemik olarak inflamasyon ve yaygin organ hasari sonucunda, multi organ
yetmezligi goriilebilir. Bu tabloda iskemi ve reperflizyona maruz kalan dokudan

salgilanan mediatorler venoz yolla sistemik dolasima gegerek sag kalp yoluyla ilk
13



olarak pulmoner kapiller yataga gonderilmektedir. Akcigerler, IR hasarinda
onemli rolii olan bu mediatér ve faktorlere ilk ve en yiiksek konsantrasyonda
maruz kaldigindan multi organ yetmezligi genellikle akciger bulgular1 ile

baslamaktadir (40).

2.3. Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikaller dis yoriingesinde eslenmemis elektron bulunduran bu sebeple
son derece anstabil, temasa girdigi diger yapilarla hizlica etkilesime giren
yapilardir. Hiicrede 6zellikle niikleik asit, protein ve lipidlerle etkilesime girer ve
etkilesime girdigi biyomolekiiliin de kararli yapisin1 bozup radikale gevirerek,

zincirleme reaksiyon baglatir (9).

Bu radikaller hiicrede ATP {retimi i¢in oksidasyon-rediiksiyon (redoks)
reaksiyonlarinda kullanilir. Ayrica immiin hiicrelerde mikroorganizmalara karsi
savunma yapmak amaciyla fagozom ve fagolizozomlarda tutulur. Ayrica
hiicredeki sinyal yolaklarinda ve fizyolojik siireglerde rol almaktadir. Fakat tiim
bu fizyolojik siireclerde serbest radikallerin zararli etkilerinden kag¢inmak igin

diizeyleri hiicre tarafindan son derece siki1 bir sekilde kontrol altinda tutulur (41).

Serbest radikal olusumu yukaridaki gibi fizyolojik durumlarda belirli bir diizeyde
olusmakla beraber, hiicresel yaslanma, radyasyon toksisitesi, kimyasal toksisite,
hipoksi, doku yaralanmasi ve hipoksik iskemik hasara bagli olarak da patolojik

diizeylerde olusabilmektedir (9).

IR hasarinda iskemik fazda enerji aghig1 yasayan hiicreler, reperfiizyonun ardindan

oksijen sunumu ile hizli bir sekilde ATP iiretmek amaciyla oksidatif fosforilasyon
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yapmaya bagslar. Bu siirecte etkilesime girdigi her biyomolekiilii degistirerek
hiicresel disfonksiyona neden olacak serbest oksijen radikalleri de kontrolsiiz bir
sekilde iretilmektedir (41). Bu durum “oksijen paradoksu”  olarak

adlandirilmaktadir.

Oksijen tirtinlerinden olusan radikaller hiicrede oksidatif stres olustururken, nitréz
oksit (NO) friinlerinden olusan radikaller hiicrede nitrozatif stres meydana
getirmektedir. Oksijen ve nitrozatif radikallerin hiicre tizerine etkileri ii¢ yolla
olur. Birincisi hidrojen peroksid (H202) gibi dis yoriingesinde eslesmemis
elektron bulundurmadigi icin radikal olarak nitelendirilemeyen oksijen
metabolitleri ile “indirek” etkileri olur. Bunlar hiicre i¢indeki sinyal yolaklarini
bozarak hiicresel disfonksiyona sebep olur. Ikinci yol, oksijen ve NO
radikallerinin hiicre i¢i sinyal yolaklarinin mekanizma kontrolciisii proteinlerine
dogrudan kovalent ya da oksidatif yollarla baglanarak, bu proteinleri fonksiyonsuz
hale getirmesidir. Son yol ise bu radikaller hiicre i¢indeki niikleik asit, protein,

lipid gibi biyomolekiillere dogrudan baglanarak hasarlamasi seklindedir (27).

Son 15 yila kadar serbest oksijen radikalleri sonucu gelisen hasarin yalnizca
makromolekiilleri dogrudan hasarlamas1 sonucu oldugu disiiniiliirken, son
yillarda yapilan molekiiler ¢alismalar bu radikallerin en az makromolekiiller kadar

hiicre i¢i sinyal sistemini de etkiledigini ortaya koymustur (11,27,28,33).

Serbest oksijen radikallerinden en 6nemlisi molekiiler oksijenin (O2) univalan
rediiksiyonu sonucu olusan siiperoksittir(O2-). Hiicrede oksidan strese sebep olan
baslica radikal bu molekiildiir. Diger radikaller genellikle siiperoksidin bagka

radikallerle ya da makromolekiillerle etkilesime girmesi sonucu ortaya
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cikmaktadir. IR hasarinda siiperoksiti etkisizlestiren siiperoksit dismutaz (SOD)
veya benzeri antioksidanlarin kullanilmasi sonrasi hasarin biiyiik 6l¢iide azalmasi
bu molekiiliin IR patofizyolojisinde en biiyiik etkenlerden birisi oldugunu bize

gostermektedir.

Siiperoksid son derece anstabil ve aktif bir molekiil olmasina ragmen genellikle in
vivo olarak ¢ok ciddi bir oksidasyona sebep olmaz. Ciinkii hiicrede yiiksek
orandan bulunan SOD enzimi tarafindan hedef molekiiliine ¢cok yakin olmadig
stirece herhangi bir oksidasyona sebep olmadan H202 molekiiliine gevrilir. Ancak
H202 dogrudan oksidan bir radikal olmasa da 6zellikle hiicre membranindaki
sinyal yolaklar1 {izerinden ikincil mesajc1 gibi davranarak hiicrede disfonksiyona
neden olur. Siiperoksid ayni zamanda hiicrede ¢ok hizli ve spontane olarak
konjuge bir asit formu olan son derece reaktif hidroperoksil radikaline (HOO«)
dontiserek antioksidan bir enzim olan SOD’un etkisinden kurtulabilir (42). Bir
diger radikal hidrojen peroksidazin 6zellikle demir (Fe) gibi bazi metallerin
varhiginda Fenton reaksiyonu ile son derece kararsiz ve hiicre i¢in toksik hidroksil
molekiiliine (*OH) doniismesidir. Son olarak siiperoksit nitrik oksit ile dogrudan
reaksiyona girerek yine bir bagka serbest radikal olan peroksinitrit (ONOO®)

olusumuna neden olur.

IR hasarinda hangi yolaktan baskin olarak geldigi bilinmemekle birlikte
stiperoksit olusumunu saglayan enzimler XO, NADPH oksidaz (nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat oksidaz), sitokrom p450 oksidaz ve nitrik oksit

oksidazdir (27).
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Son derece tehlikeli olan bu serbest oksijen radikallerini hiicreler bir takim
antioksidan enzim ve molekiillerle dengelemeye c¢alisir. Bunlarin basinda
siiperoksiti, hidrojen peroksite doniistiren SOD enzimi gelir. Olusan hidrojen
peroksidi suya parcalayan ve hiicre peroksizomunda yiiksek konsantrasyonda
bulunan katalaz enzimi diger bir antioksidan enzimdir. Hidrojen peroksiti zararsiz
forma doniistiiren diger bir dnemli enzim ise glutatyon (GSH) peroksidazdir.
Ozellikle GSH peroksidazin 1. formu insan viicudundaki tiim hiicrelerde bulunan
bir enzim olup bu enzimin okside formunun rediikte formuna orani o hiicrenin ne
kadar antioksidan aktivite icerisinde oldugunun sayisal bir gostergesi kabul edilir
(43,44). Ayrica vitamin A, C, E ve beta karoten gibi biyomolekiiller de serbest
radikal olusumunu azaltan; olusmus radikalleri noétralize eden antioksidan

molekiillerdir.

2.4. iskemi reperfiizyon hasarimn bobrek ve akciger dokusuna etkileri

Bobrek yetmezligi, prerenal, renal ya da postrenal kaynakli olabilir. Iskemi
sebebiyle bobrekte i tip yetmezlik de gelisebilir.. Normal bobrekte azalan kan
akimina karst bobregin kompansatuar mekanizmalart bulunmaktadir. Eger
glomeriile gelen afferent arteriolde iskemiye bagli kan akimi azalirsa renin-
anjiotensin sistemi ile salgilanan anjiotensinojen II ile efferent arteriol
vazokonstriksiyona ugratilarak glomeriildeki basing artilir, bdylece akim azalmasi
basingla dengelenerek glomeriiler filtrasyon hizi sabit tutulmaya g¢alisilmaktadir.
Sistemik hipotansiyon, sok gibi durumlarda azalan basing, afferent arterioliin
vazodilatasyonu sonucu kan akiminin artirilmasiyla tolere edilmektedir. Postrenal

obstriiksiyonda baslangicta refleks olarak bobrek kan akimi artmasina ragmen,
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Bowman aralig1 ve glomeriil arasindaki basing farki azaldigi i¢in filtrasyon orani
diismekte ve buna yanit olarak salgilanan anjiotensin II ve vazokonstriktif
prostoglandinler ile bobrek kan akimi azalmaktadir. Postrenal obstriiksiyonun
uzun siirmesi durumunda yasanan iskemiye bagli olarak bobrekler atrofiye
gitmektedir. Iskeminin intrarenal patofizyolojisinde birden fazla mekanizma rol
oynayabilir. Birincisi iskemiye bagli azalan renal kan akimindan dolay1
glomeriiler filtrasyon korteksteki glomeriillerden medullaya kayar. Glomeriillerin
ancak 9%20’si medullada oldugundan glomeriiler filtrasyon ¢ok ciddi oranda
azalir. ikinci bir etken iskemiye sekonder tiibiiler epitel hiicreleri hasarlandiginda
sismeye baslar ve buna bagl tiibiiller tikanarak postglomeriiler basinci yiikseltirler
bu da glomeriiler filtrasyon oranim (GFR) daha da diisiiriir. Uglincii bir
mekanizma ise tiibiiler hiicrelerin iskemisine bagli permeabiliteleri artar buna
bagl filtrat tiibiil icinden Once interstisyel alana, daha sonra da Bowman araligina
kagarak filtrasyonu bozar. Son olarak azalan kan akimi ile glomeriiliin kendi bazal
membran gecirgenligi bozularak ge¢irmemesi gereken immiinglobulin albiimin

gibi proteinleri filtrata gecirerek hasarlanma siirecini hizlandirmaktadir (45,46).

Iskemiye ugramis bobrekte kan akimmin ani olarak yeniden saglanmasi
durumunda IR’un sebep oldugu ikincil mekanizmalar sebebiyle bobrek hasarinin
siddeti artmaktadir. Renal IR hasarinin mekanizmas: halen tam olarak
bilinmemekle beraber bobrek yetmezliginde morbiditeyi ve mortaliteyi arttiran
onemli bir faktdrdiir. IR hasarmin genel mekanizmalarinda oldugu gibi artan
oksijen radikalleri ve pro-inflamatuar sitokinlerin etkili oldugu diistiniilmektedir.

IR hasarmin molekiiler ve hiicresel diizeyde mekanizmalar1 aydinlatildikga,
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bunlar1 engellemeye yonelik ajanlar gelistirilmesi ve bobrek hasarinin minimalize

edilmesi amaglanmaktadir (47-49).

Akcigerlerde IR hasar1 travma, ateroskleroz, emboli, kardiyak by-pass ve kalp
nakli gibi cerrahi prosediirler nedeniyle iskemik kalmis dokuya daha sonra
reperfiizyon periyoduyla oksijenize kanin hizli bir sekilde sunumu sonucu
meydana gelen klinik durumdur. Kan akimi ve oksijenizasyonun yeniden
saglanmasiyla meydana gelen toksik oksijen radikalleri, asir1 aktive olan
koagiilasyon kaskati, immiin sistem aktivitesi, endotelyal disfonksiyon sonucunda
hiicresel disfonksiyon ve apoptozis meydana gelir. Akcigerde meydana gelen
iskemi ve reperfiizyon sonucu salinan sitokin ve oksijen radikalleri ile kalp ve
karaciger gibi uzak organlarda sekonder hasarlar meydana gelebilirken; tam
tersine uzak bir organda meydana gelen iskemi ve reperfiizyon siireci akciger

parankimine zarar verebilir (50,51).

Akciger transplantasyonu sonrasi primer greft disfonksiyonunun en biiyiik sebebi
IR hasarina bagli gelisen sekonder immiin yanittir. Buna baglh vaskiiler
permeabilitede azalma, alveolar disfonksiyon meydana gelir. IR hasarinmn
molekiiler mekanizmalarinin anlagilarak bunu azaltmaya yonelik anti-inflamatuar,
anti-oksidan tedavilerle transplantasyonun akut ve kronik dénemlerdeki basarisini

arttirmak miimkiin olabilecektir (52).

2.5 Ozon tedavisi

Ozon (Og) ti¢ oksijen atomundan olusan, mezometrik yapisi nedeniyle son derece

anstabil oksijen formudur. Oksitleyici olarak endiistride kullanilan Oz, on
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dokuzuncu yiizyil ortasinda kesfedilerek tipta o zamandan beri kullanilmaktadir.
“03” seklinde gosterilir. Oz dogal olarak giinesin yaydigi ultraviole 1sinlari
sonucunda oksijenin (O;) kararsizlasmasi ile olusabildigi gibi firtinalarda
meydana gelen elektrik akimi sonucu da O,‘in kararli yapisinin bozulmasiyla
olusabilmektedir (53,54). Normal sartlarda havadaki konsantrasyonu 0.02 ppm
(parts per million= milyonda bir (mikro)) olup, 100 ppm tizeri toksik doz olarak

kabul edilir. Akciger ve gozler ozonun toksik etkisine en hassas organlardir.

Christian Friedrich Schonbein 1840 yilinda suyun icinden elektrik gecirmesi
sonucu agiga ¢ikan kokuyu fark etmesiyle Oz’u kesfetmistir. Koku anlamina gelen
“odor” kelimesinden dolay1 bu isimlendirmeyi yapmistir ve O3 terapisinin babasi

olarak bilinmektedir (55).

Anstabil yapist nedeniyle tehlikeli olabilecegi diisiiniilse de pek cok yararl
etkisinin oldugu kesfedilerek yaklasik iki yiizyila yakin zamandir tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Medikal O3 minimal ve Onlenebilir yan etkileri oldugundan
dezenfeksiyonda ve tedavide kullanilmaktadir. O, bagimli sistemleri aktive etmesi
ve immiin stimulan 6zelligi ile bakteri, viriis, fungus ve protozoalar ilizerinde
etkilidir. Enfekte yaralarin iyilesmesi, zor iyilesen iilserlerin tedavisinde, dolagim
sistemi ile ilgili hastaliklar, geriatrik hastaliklar, makuler dejenerasyon, viral
hastaliklar, romatizma/artrit, cinsel fonksiyonlarin desteklenmesi, oto-immiin
hastaliklar, asttm/KOAH (Kronik obstriiktif akciger hastaligi) gibi solunum
sistemi hastaliklari, oral mukoza hastaliklarinda, depresyon/duygu durum

degisikligi, fibromyalji, Alzheimer, parkinson, demans, kanser ve AIDS
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(Acquired Immune Deficiency Syndrome= Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi

Sendromu) gibi ¢ok sayida hastaligin tedavisinde etkinligi denenmistir (54).

Oz’un medikal etkisi dozla iligkili olarak immun sistemi aktive ya da inhibe
etmesi, eritrosit metabolizmasinit hizlandirmasi ve antioksidan sistemleri
calistirarak antioksidan islev gormesi seklindedir (56). Kendisi oksidan bir
molekiil olmasia ragmen viicuttaki diger antioksidan sistemleri indiiklemesi ile
viicuda verildikten sonra antioksidan etki gostermektedir. Boylece oksidatif
stresin regiile edilmesine yardimci olur (57). Ozellikle Oz’a maruz kalindiktan
sonra glutatyonun belirgin bigimde arttig1 gosterilmistir, ayrica hiicre i¢i sinyal

iletimini hizlandirarak antioksidan etkiyi kuvvetlendirmektedir (58).

Eritrosit Dokulara daha kolay Oksijen birgkma

ROT Lokosit immin sistem uyanlmast

Trombosit  Biyame faktdrlerinin salinmasi
Ozon ——> Plazma

endotel NO salglanmasinda artma

Kemik iligi  Oksidatif strese direncli eritrosit yapimi ve
artmig kok hicre aktivasyonu

Diger Antioksidan enzim miktannda artma
organlar

Sekil 2. Ozonun etki mekanizmalari (59)

Diisiik dozda 16kositoz ve fagositozu indiikleyerek immiin sistemi stimiile eder,
ancak yiiksek dozlarda aksine immdiin sistemi inhibe eder. O3 tedavisi akcigerin
kompliyansini veya elastik 6zelliklerini degistirmeden hava yolu direncini 6nemli
Olctlide artirir. Ek olarak, O3'iin gozler ve akcigerler ile dogrudan temasi, bu belirli

konumlardaki diisiik antioksidan kapasitesi nedeniyle kontrendikedir (54,60). O3
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tedavisi, oksijen (02) -O3 karisimini ¢esitli bir terapotik aralikta (mL kan basina
10-80 ug / mL gaz) birlestirir (60-62). Klinik ve tibbi kullanim i¢in O3'lin bir O2
/ O3 karisimi olarak hazirlanmasi1 gerekir ¢iinkii ozonun hava ile reaksiyonu

toksik bir gaz olan nitrojen dioksit olusumuna neden olabilir (61).

Ozon kullanima hazir hale getirildikten sonra 20 dakika igerisinde kullanilmalidir.

Uygulama yolu 6zellikle dental islemlerde veya dezenfeksiyon, yara bakimi gibi
alanlarda dogrudan topikal yolla uygulanirken, sistemik olarak intravenoz,
intraarteriyal, subkutan, intraartikiiler, intraperitoneal, intradiskal, intraforaminal
uygulamalar1 bulunmaktadir (54). Ozon higbir zaman saf olarak verilmemelidir.
Mutlaka oksijen ile karigtirmak gereklidir. Bu karisimda O, en az %95, Oz en fazla

%05 olmalidir.

O3 uygulamasi Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz eksikligi, hamilelik, Basedow Graves
tipi kontrolsiiz hipertiroidizm, masif kanamal1 hastalar, agir myestenia, malign

hipertansiyon, akut alkol intoksikasyonu, agir trombositopeni gibi durumlarda

kontrendikedir (63).

Ozonun yan etkilerinden sorumlu ajanlar peroksinid ve hidroksil iyonudur. O3’ un
yan etkisinin olugmasinin sebebi iyatrojenik ve uygulanan dozun terapotik
araliktan yiiksek olmasidir. Olusabilecek yan etkiler, mide bulantisi, dilde ve
dudakta uyusma hissi, agizda metalik tat, deri dokiintiileri, yorgunluk ve

hipotansiyondur (63,64).

Tedavi sirasinda normal atmosfer havasinin bu karisima girmesi engellenmelidir.

Os’un reaktif 6zelliginden dolay1 normal atmosferle temasi halinde toksik bir gaz
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olan nitrojen dioksit olusabilmektedir. O3 kullanimi1 sirasinda teflon, notral cam,

paslanmaz celik gibi dayanikli malzemelerin kullanilmasi gerekir.
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3.GEREC ve YONTEMLER

Bu calisma Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 25.03.2021 tarih

ve G.U.ET-21.017 kod numarali etik kurul onay1 alindiktan sonra gerceklestirildi.
3.1. Denek se¢imi

Bu ¢aligmada agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 24 adet, 4 aylik wistar cinsi
erkek albino rat kullanilmistir. Ratlar 20-21°C 1s1da, 12 saat gece 12 saat giindiiz
periyodlart saglanarak ve anestezi uygulamasindan 2 saat Oncesine kadar
yemelerine izin verilecek sekilde bakilmigtir. Ratlar her grupta 6 tane olmak

lizere, rastgele 4 gruba ayrilmistir (Kontrol, IR, IR-Ozon, Ozon).

Deney Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinin

(GUDAM) hayvan laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.2 Kullanilan yontem

Islem oncesi 24 adet rat rastgele olarak altisarli 4 gruba ayrildilar. Birinci grup
kontrol grubu (n=6), ikinci grup iskemi-reperfiizyon grubu (n=6), l¢iincii grup
iskemi-reperfiizyon + o0zon grubu (n=6), dordiinci grup ise ozon grubu (n=6)

olarak belirlenmistir.

Tablo 1: Deney Gruplari

Grup 1 Kontrol n=6
Grup 2 IR n=6
Grup 3 IR-Ozon n=6
Grup 4 Ozon n=6
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3.2.1. Aortik okliizyon ve iskemi reperfiizyon modeli

Deney gruplari ayrildiktan sonra intraperitoneal olarak, 50 mg/kg dozda ketamin
hidroklorid (Ketalare flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid
(Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi. Anestezi sonrasi supin
pozisyona getirilen ratlara 1sitma lambasinin altinda deney uyguland: (Fotograf 1).
Uygun saha temizliginin ardindan ratlara orta hat laparotomi yapildi (Fotograf 2).
Infrarenal abdominal aortay1 (IAA) bulmak icin bagirsaklar ekarte edildi ve gazli
beze sarildi (Fotograf 3 ve 4). Abdominal aorta, vena kavadan ayirt edilip
travmatize edilmeden mikro-klip yardimi ile klemplendi (Fotograf 5). 120 dakika
boyunca iskemik fazda ratlar bekletildi. Bu siire zarfinda anestezi ihtiyaci olan
ratlara tekrar anestezi verildi. 120 dakikanin sonunda klempler kaldirilarak
reperfiizyon asamasina gegildi. 120 dakika boyunca da reperfiizyon sathasi igin
beklenildi. Iskemi ve reperfiizyon klempin distalindeki aortadaki pulsasyon
durumuna bakilarak teyit edildi. iskemik fazda pulsasyonun olmadigi, reperfiize
edildiginde ise yeniden perfiizyon basladigi gézlendi. Kontrol grubunda da benzer
sekilde laparatomi yapildi, 6tenazi Oncesi benzer siire bekletildi (240 dakika).
Boylece iskemi-reperfiizyon hasar1 disindaki diger kosullar gruplar arasinda
esitlenmis oldu. Tiim gruplarda laparatomi sonrasi 1s1 kaybini 6nlemek amaciyla
bagirsaklar 1slak spanglara sarilarak korundu. 240 dakika sonunda intrakardiyak
kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Histolojik ve biyokimyasal analiz i¢in her iki

bobrekleri ve akciger dokulart alindi.
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3.3 Deney gruplari

1. Kontrol grubu (Grup K): Bu gruptaki ratlara intramuskiiler enjeksiyonla, 50
mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10
mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi.
Tim iglemler bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gerceklestirildi  (Fotograf 1). Anestezi uygulanmasinin ardindan orta hat
laparotomi yapildi, aortik klempleme disindaki tiim islemler ayni sekilde
gerceklestirildi  (Fotograf 2, 3 ve 4). 240 dakika sonunda intramuskiiler
enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis,
USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) ile anestezi
uygulanmasinin ardindan, intrakardiyak aliman kan alinmasiyla o6tenazileri
gerceklestirildi. Otenazi sonrasinda her iki bobrek ve her iki akciger dokulari
biitiinliikleri bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde alindi. Sag bobrek
ve sag akciger dokusu histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formol i¢ine konuldu.
Sol bobrek ve sol akciger dokusu ise sivi azot i¢inde dondurulduktan sonra

biyokimyasal inceleme i¢in -80°C de saklandi.

2. Iskemi-reperfiizyon grubu (Grup IR): Bu gruptaki ratlara intramuskiiler
enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-
Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek
anestezi  saglandi. Tim islemler bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin
pozisyonda iken gergeklestirildi (Fotograf 1). Ciltleri aseptik olarak hazirlanan
siganlara orta hat laparotomi yapildi (Fotograf 2 ve 3). Bagirsaklarin 1slak gazli
bez yardimiyla uzaklastirilmasmin ardindan IAA dikkatli bir sekilde eksplore
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edildi (Fotograf 4) ve IAA’ya atravmatik mikrovaskiiler klemp konuldu (Fotograf
5). 120 dakika sonra IAA’daki mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 120 dakika
siireyle reperflizyon saglandi. Aortik iskemi klempleme islemi sirasinda distal
aortta pulsasyonun kaybolmasiyla, aortik reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi
sonrasi distal aortta pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Boylece “no-reflow”
fenomeni ekarte edildi. Iskemi reperfiizyon dénemlerinde peritoneal bosluktan 1s1
ve sivi kaybimi en az miktara indirmek igin; IAA’ya klemp konuldugu ve
kaldirildig1 donemlerde, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulandi ve batin
insizyonu gegici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi. Iskemi reperfiizyon
sonrast intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin  hidroklorid
(Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne,
%2, Ege Vet) verilerek anestezi uygulanmasinin ardindan intrakardiyak alinan
kan ile otenazileri gerceklestirildi. Otenazi sonrasinda her iki bdbrek ve her iki
akciger dokular biitiinliikleri bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde
alindi. Sag bobrek ve sag akciger dokusu histopatolojik inceleme i¢in %10’luk
formol igine konuldu. Sol bobrek ve sol akciger dokusu ise sivi azot iginde

dondurulduktan sonra biyokimyasal inceleme i¢in -80°C de saklandi.

3. IR + Ozon (Grup IRO): Cerrahi islemden 60 dakika &nce ratlara 1 mg/ kg O
(50 p / mL) (Medozon kompakt, Herrmann Apparatebau GmbH) intraperitoneal
olarak verildi (Fotograf 6). Bu gruptaki ratlara intramuskiiler enjeksiyonla, 50
mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10
mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi.

Tim islemler bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
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gerceklestirildi (Fotograf 1). Ciltleri aseptik olarak hazirlanan ratlara orta hat
laparotomi yapild1 (Fotograf 2 ve 3). Bagirsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla
uzaklastirilmasinin ardindan IAA dikkatli bir sekilde eksplore edildi ve 1AA’ya
atravmatik mikrovaskiiler klemp konuldu (Fotograf 4 ve 5). 120 dakika sonra
IAA’daki mikrovaskiiler klemp kaldirilarak 120 dakika siireyle reperfiizyon
saglandi. Aortik iskemi klempleme islemi sirasinda distal aortta pulsasyonun
kaybolmasiyla, aortik reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortta
pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Boylece “no-reflow” fenomeni ekarte
edilecektir. Iskemi reperfiizyon donemlerinde peritoneal bosluktan 1s1 ve sivi
kaybini en az miktara indirmek amaciyla IAA’ya klemp konuldugu ve kaldirildig
donemlerde, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulandi ve batin insizyonu
gecici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi. Iskemi reperfiizyondan sonra
intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar®
flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege
Vet) verildi. Anestezi uygulanmasmin ardindan intrakardiyak alinan kan ile
otenazileri gergeklestirildi. Otenazi sonrasinda her iki bobrek ve akciger dokulart
biitinliikleri bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde alindi. Sag bobrek
ve sag akciger dokusu histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formol igine konuldu.
Sol bobrek ve sol akciger dokusu ise sivi azot iginde dondurulduktan sonra

biyokimyasal inceleme i¢in -80°C de saklandi.

4. Ozon (Grup O ): Bu gruptaki ratlara cerrahi islemden 1 saat 6nce 1 mg/ kg Os
(50 umL) (Medozon kompakt, Herrmann Apparatebau GmbH) intraperitoneal

olarak verildi(Fotograf 6). Daha sonra intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg
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dozda ketamin hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg
ksilazin hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi. Tiim
islemler bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gerceklestirildi(Fotograf  1). Anestezi uygulanmasinin ardindan orta hat
laparotomi yapilarak sham operasyonu uygulandi(Fotograf 2 ve 3). Cerrahi
islemden 240 dakika sonra intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin
hidroklorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin
hidroklorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi uygulanmasinin ardindan
intrakardiyak alman kan ile Otenazileri gerceklestirildi. Otenazi sonrasinda
bobrek ve akciger dokulart biitiinliikleri bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek
sekilde alindi. Sag bobrek ve sag akciger dokusu histopatolojik inceleme icin
%10’luk formol i¢ine konuldu. Sol bébrek ve sol akciger dokusu ise sivi azot

icinde dondurulduktan sonra biyokimyasal inceleme igin -80°C de saklandi.
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Fotograf 1. Anestezi sonrasi cerrahi uygulanacak bolgenin trag edilmesi,

steril edilmesi ve Ortiilmesi gosterilmistir.
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Fotograf 2. Uygun saha temizligi ve oOrtlinmeyi takiben orta hatli cilt
insizyonu, cilt altt dokular ve kas yapilarinin orta hattan kesilerek ayrilmasi

gosterilmistir. Laparatomi sonrast bagirsaklara ulasilmistir.
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Fotograf 3. Laparatomi sonrasi ekartor yerlestirilerek bagirsaklar ortaya

konulmustur.
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Fotograf 4. Bagirsaklarin ekartasyonu sonrasi Aort tespit edilmistir. Vena

kavadan ve ¢evresindeki bag dokudan diseke edilerek ortaya konulmustur.
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Fotograf 5. Abdominal aorta ¢evre dokulardan ekarte edildikten sonra

mikrovaskiiler klemp ile klemplenmistir.
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Fotograf 6. IR+Ozon grubunda cerrahi islemden 60 dakika once

intraperitoneal ozon verilisi
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3.4. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AD’da yapildi. Rutin tespit islemleri yapilan bobrek ve akciger
parafin bloklara alinip 5p’luk kesitleri yapildiktan sonra hematoksilen eozin ile
boyanip 151k mikroskobu ile incelendi. Tiim 6rnekler deney gruplarindan habersiz
olan ayni histolog tarafindan degerlendirildi. Bobrek hasari; kesitlerde saptanan,
glomeriiler vakualizasyon (GV), tiibiiler dilatasyon (TD), vaskiiler vakuolizasyon
ve hipertrofi (VVVH), tiibiiler hiicre dejenerasyonu ve nekroz (THDN), Bowman
kapsiil dilatasyonu (BSD), tiibiiler hyalin silindirleri (THS), lenfosit infiltrasyonu
(L) ve tiibiiler hiicre dokiilmesine (THD) goére asagidaki skalaya uygun olarak
semikantitatif olarak skorlandi: (=) degisiklik yok; (+) fokal, hafif degisiklikler,
(++) multifokal belirgin degisiklikler ve (+++) yaygm belirgin degisiklikler

acisindan degerlendirildi.

Akcigerler hematoksilen ve eozin (H&E) boyanmis kesitlerde 200-400 Kkat
biiytitiilmiis mikroskopi ile toplam 10 rastgele alan segilerek degerlendirildi.
Boyanan  kesitler 15tk mikroskobu  altinda  incelendi.  Notrofil
infiltrasyonu/agregasyonu ve alveolar duvar kalinligi, akciger hasari alaninin
derecesini ortaya ¢ikarmak i¢in her ornekte Olciildi. Her 2 parametre ( nétrofil
infiltrasyonu ve alveolar duvar kalinlig1 ); yok (0 puan), sadece az (1 puan), orta
miktarda (2 puan) veya siddetli (3 puan) olarak puanlandi ve puanlar toplanarak,

toplam akciger hasari belirlendi.
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3.5. Biyokimyasal inceleme

Biyokimyasal inceleme Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD’ de
degerlendirildi. Akciger ve dokularindaki oksidatif stresi degerlendirmek icin
katalaz (CAT) ve siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri ile tiyobarbitiirik

asit reaktif maddeleri (TBARS) diizeyleri ile lipid peroksidasyonu degerlendirildi.

3.6. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS 20,0 programiyla asagida siralanan testler kullamlarak
yapilmustir. Istatistiksel analiz verileri ortalama =+ standart hata olarak verildi.

Yapilan tim istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.

Olgiilebilen parametrelerde Kolmogorov-Smirnov testi ile dagilimin normal ya da
anormal olup olmadigina bakildi. Normal dagilim gosterenler igin gruplar
arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz gruplarda Kruskal-Wallis testi
ile degerlendirildi. Farklilik olmas: durumunda gruplar arasi Mann-Whitney U

testi ile karsilastirilma yapildi.
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4. BULGULAR

Isik mikroskopisinde; GV diizeyi gruplar arasinda anlamli olarak farkh
bulunmustur (p=0.033). I/R grubunda kontrol ve O gruplarina gére GV daha fazla
gdriilmiistiir (p=0.006, p=0.020, sirasiyla). O3 uygulamasi I/R grubuna gére GV

anlamli olarak azaltmistir (p=0.046), (Tablo 1, Resim 1-8).

TD gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.019). I/R grubunda
kontrol ve O gruplarina gére TD daha fazla goriilmistir (p=0.004, p=0.012,
sirasiyla). Oz uygulamasi I/R grubuna gore TD anlamli olarak azaltmistir

(p=0.040), (Tablo 1, Resim 1-8).

VVH gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.043). I/R grubunda
kontrol ve O gruplarina gore VVH daha fazla goriilmiistiir (p=0.024, p=0.024,
sirastyla). Ayrica O-I/R grubunda /R grubuna goére anlamli olarak diisiik

bulunmustur (p=0.049), (Tablo 1, Resim 1-8).

THDN gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.033). /R
grubunda kontrol ve O gruplarina gére THDN daha fazla goriilmiistiir (p=0.006,
p=0.020, sirastyla). Ayrica O-I/R grubunda I/R grubuna gore anlamli olarak diisiik

bulunmustur (p=0.046), (Tablo 1, Resim 1-8).

THS gruplar arasinda anlaml olarak farkli bulunmustur (p=0.027). I/R grubunda
kontrol ve O gruplarina gére THS daha fazla goriilmistiir (p=0.009, p=0.009,
sirastyla). Oz uygulamasi I/R grubuna goére THS’leri anlamli olarak azaltmistir

(p=0.032), (Tablo 1, Resim 1-8).
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Benzer sekilde THD gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur

(p=0.049). /R grubunda kontrol ve O gruplarina gére THD daha fazla

goriilmiistiir (p=0.009, p=0.032, sirasiyla), (Tablo 1, Resim 1-8).

LI, BSD ve THS gruplar arasinda benzer bulunmustur (p=0.404, p=0.206,

p=0.292, sirasiyla), (Tablo 1, Resim 1-8).

Tablo 1. Bobrek dokusu histopatolojik bulgular [Ortalama + SH]

Grup K Grup O i) (i)
(n=6) (1=6) iR O-i/R P
(n=6) (n=6)

Glomeriiler vakualizasyon (GV) 0.17£0.17 | 0.33£0.21 | 1.17£0.31*%,& | 0.50+0.22+ | 0.033
Tiibiiler dilatasyon (TD) 0332021 | 0.504022 | 1.33£021*& | 0.67+0.21+ | 0.019
Xf\s}ﬁ)ler vakuolizasyon ve hipertrofi | 33,651 | 0330021 | 1.172031*& | 0504022+ | 0.043
Tiibiler hiicre dejenerasyonu ve | 150617 | 0330021 | 1.174031%& | 0.504022+ | 0.033
nekroz(THDN)
Bowman space dilatasyon (BSD) 0.33+0.21 | 0.33+£0.21 1.00+0.37 0.33+0.21 0.206
Tiibiiler hyalin silindirler (THS) 033+021 | 0.33+021 | 1.1740.17%& | 0.50£0.22+ | 0.027
Lenfosit infiltrasyonu (L) 0334021 | 0.504022 | 0.83+0.17 0.50£0.22 | 0.404
Tiibiiler hiicre dokiilmesi (THD) 0.33£0.21 | 0.33£0.21 | 0.83+0.17 0.50£022 | 0.292

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

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; %p<0.05: Grup O ile

karsilastirildiginda; +p<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda

39




Resim 1. Kontrol grubu bobrek dokusu (pt: Proksimal tiibiil, dt: Distal tiibiil, g:
glomertiil) (H&EX40)

Resim 2. Kontrol grubu bobrek dokusu (pt: Proksimal tiibiil, dt: Distal tiibiil, g:
glomeriil, m: makula densa, A: Bowman araligy, ¥ dilate tiibiiller ) (H&EX100)
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Resim 3. Ozon grubu bobrek dokusu (RC: renal korteks, pt: Proksimal tiibiil, dt:
Distal tiibiil, g: glomeriil, inf: inflamasyon) (H&EX40)

Distal tiibiil, g:
glomertil, inf: inflamasyon, A: Bowman araligi, conj: kanjesyon) (H&EX100)
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Resim 5. IR grubu bobrek dokusu (RC: renal korteks, pt: Proksimal tiibiil, dt:
Distal tiibiil, g: glomeriil, ¥: dilate tiibiiller, inf: inflamasyon) (H&EX40)

Resim 6. IR grubu bobrek dokusu (pt: Proksimal tiibiil, dt: Distal tiibiil, g:
glomeriil, ¥: dilate tiibiiller, A: Bowman araligi) (H&EX100)
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Resim 7. Ozon+ IR grubu bobrek dokusu (RC: renal korteks, pt: Proksimal tiibiil,
dt: Distal tiibiil, g: glomeriil, ¥: dilate tiibiiller, inf: inflamasyon) (H&EX40)

Resim 8. Ozon+iR grubu bobrek dokusu (RC: renal kortks, pt: Proksimal tiibiil,
dt: Distal tiibiil, g: glomeriil, ¥: dilate tiibiiller, A: Bowman araligi) (H&EX100)

Histopatolojik olarak incelendiginde; nétrofil infiltrasyonu/agregasyonu I/R

grubunda K ve O gruplarina gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.001,
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p=0.002, sirasiyla). Ayrica I/R grupta goriilen notrofil
infiltrasyonu/agregasyonunda O3 ile tedavi edilen grupta istatistiksel olarak

anlamli azalma oldugu goriildii (p=0.029), (Tablo 2, Resim 9-16).

Alveol duvar kalmlig1 I/R grubunda K ve O gruplarina gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0.001, p=0.003, sirasiyla). Ayrica I/R grupta goriilen alveol duvar
kalinliginda O3 ile tedavi edilen grupta istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu

goriildii (p=0.024), (Tablo 2, Resim 9-16).

Tablo 2: Rat akciger dokusu histopatolojik bulgular1 [Ort + SH]

GrupK GrupO Grup I/R Grup O-I/R

(n=6) (n=6) (n=8) (n=8) p**
Notrofil 0.17£0.17 | 0.33+0.21 1.33£0.21*,& | 0.67+0.21+ | 0.003
infiltrasyonu/agrega
syonu
Alveol duvar 0.17+0.17 | 0.33£0.21 1.50+0.34*,& | 0.67+0.21+ | 0.004
kalinh@
Toplam skor 0.33+0.21 | 0.67+0.42 2.83+0.31*,& | 1.33+£0.42+ | <0.000

1

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

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup O ile karsilagtirildiginda;

+p<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda

Total akciger hasari skoru I/R grubunda K ve O gruplarina gére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0.0001, p<0.0001, sirastyla). Ayrica I/R grupta goriilen total
akciger hasar1 skorunda Oz ile tedavi edilen grupta istatistiksel olarak anlamli

azalma oldugu goriildi (p=0.007), (Tablo 2, Resim 9-16).
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Resim 9. Kontrol grubu normal akciger dokusu (a: alveoller, tb: terminal bronsiol,
sa: saccus alveolaris, ias: interalveoler septum, J4 (septum) kalinlasmasi, pa:
pulmoner arter dallari, e: eritrosit) (H&EX40)

Resim 10. Kontrol grubu normal akciger dokusu (a: alveoller, tb:terminal
bronsiol, sa: saccus alveolaris, ias: interalveoler septum, Y4 (septum)
kalinlasmasi, da: ductus alveolaris, rb: respiratuar bronsiol) (H&EX100)
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Resim 11. Ozon grubu akciger dokusu (a: alveoller, tb:terminal bronsiol, sa:
saccus alveolaris, rb: respiratuar bronsiol, da: ductus alveolaris, pa: pulmoner arter
dallar1, ¥: pulmoner damar, v: amfizemat6z alveoler vakuol) (H&EXA40)

Resim 12. Ozon grubu akciger dokusu (a: alveoller, tb: terminal bronsiol, sa:
saccus alveolaris, rb: respiratuar bronsiol, pa: pulmoner arter dallari, : pulmoner
damar) (H&EX100)
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Resim 13. IR grubu orta-ciddi nétrofil infiltrasyonu ve alveol duvar kalinhiginda
artma (a: alveoller, da: ductus alveolaris, Y{: (septum) kalinlasmasi, ias:
interalveoler septum, pa: pulmoner arter dallari, sa: saccus alveolaris, tb: terminal
bronsiol) (H&EX40)

Resim 14. IR grubu orta-ciddi nétrofil infiltrasyonu ve alveol duvar kalinliginda
artma (a: alveoller, da: ductus alveolaris, ${: (septum) kalinlasmasi, ias:
interalveoler septum, pa: pulmoner arter dallari, sa: saccus alveolaris, tb: terminal
bronsiol, conj: kapiller konjesyon, inf: inflamasyon) (H&EX100)
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Resim 15. Ozont+ IR grubu hafif nétrofil infiltrasyonu ve alveol duvar
kalinliginda artma (a: alveoller, tb: terminal bronsiol, da: ductus alveolaris, sa:
sakkus alveolaris) (H&EX40)

Resim 16. Ozont+ IR grubu hafif nétrofil infiltrasyonu ve alveol duvar
kalinliginda artma (a: alveoller, tb: terminal bronsiol, da: ductus alveolaris, sa:
sakkus alveolaris, pa: pulmoner arter dallart, ¥: pulmoner damar) (H&EX100)
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Gruplar akciger dokusunda CAT enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.021). CAT enzim
aktivitesi, /R grubunda K ve O gruplarina gére anlaml diisiik olarak bulundu
(p=0.006, p=0.033, sirastyla). O-I/R grubunda I/R grubuna gére anlamli olarak

yiiksek bulundu (p=0.008), (Tablo 3).

Gruplar akciger dokusunda TBARS diizeyi agisindan kendi aralarinda
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.007). TBARS diizeyi
/R grubunda K ve O gruplarma gore anlamh yiiksek olarak bulundu (p=0.001,
p=0.007, sirastyla). Ayrica, O-I/R grubunda I/R grubuna gére anlamli diisiik

olarak bulundu (p=0.044), (Tablo 3).

Gruplar akciger dokusunda SOD enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.010). SOD enzim
aktivitesi I/R grubunda K ve O gruplarina gére anlamli diisiik olarak bulundu
(p=0.003, p=0.004, sirasiyla). Ayrica, O-I/R grubunda I/R grubuna gore anlamli

olarak yiiksek bulundu (p=0.017), (Tablo 3).

Tablo 3. Akciger dokusu oksidan durum parametre [Ortalama + SH]

Grup K Grup O Gl B "
(n=6) (n=6) I/R O-I/R P
(n=6) (n=6)
CAT (IU/mg.protein) 35.04+1.62 31.0044.40 | 18.88+4.45% & | 34.49+3.80+ | 0.021
TBARS . 1.05+0.19 1.22+0.24 2.11+0.28* & 1.64+£0.09+ | 0.007
(nmol/mg.protein)
SOD (U/mg.protein) 3.10+0.21 3.08+0.20 2.07+0.17*,& 2.87+0.28+ | 0.010

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

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup O ile karsilagtirildiginda;

+p<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda
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Gruplar bobrek dokusunda CAT enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamh fark vardi (p=0.046). CAT enzim
aktivitesi, /R grubunda K ve O gruplarina gére anlaml diisiik olarak bulundu

(p=0.008, p=0.038, sirasiyla), (Tablo 4).

Gruplar bobrek dokusunda TBARS diizeyi ac¢isindan kendi aralarinda
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.002). TBARS diizeyi
I/R grubunda K ve O gruplarma gore anlamh yiiksek olarak bulundu (p=0.001,
p=0.001, sirasiyla). Ayrica, O3 uygulanan I/R grubunda ise I/R grubuna gore

anlaml1 diisiik olarak bulundu (p=0.023), (Tablo 4).

Gruplar bobrek dokusunda SOD enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamlhi fark vardi (p=0.033). SOD enzim
aktivitesi I/R grubunda K ve O gruplarina gére anlamli diisiik olarak bulundu

(p=0.011, p=0.012, sirasiyla), (Tablo 4).

Tablo 4. Bobrek dokusu oksidan durum parametre [Ortalama = SH]

Grup Grup
Grup K Grup O . .
(n=6) (n=6) I/R O-I/R p**
n= n=
(n=6) (n=6)
CAT
] 28.74+6.86 23.48+4.91 7.2242.40* & 17.81£5.47 | 0.046
(IU/mg.protein)
TBARS
. 0.97+0.11 0.94+0.13* | 2.69+0.48*,& 1.59+0.37+ | 0.002
(nmol/mg.protein)
SOD
. 2.86+0.31 2.83+0.54 1.47+0.24* & 2.16+0.20 0.033
(U/mg.protein)

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

*p<0.05: Grup K ile karsilastirnldiginda; #p<0.05: Grup O ile karsilastirildiginda;

+p<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda
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5.TARTISMA

Iskemi, 6zellikle arteryal sistemdeki bir patolojiye baglh olarak organlarin yeterli
Olclide kanlanmasinin saglanamadigi klinik durumdur. Hipoksiye bagl hiicrelerin
enerji  yolaklarin1 yeterince c¢alistiramamasi ve biriken metabolitlerin
uzaklastirllamamasi1 sebebiyle Oncelikle geri doniislii daha sonra kalict doku

hasar1 meydana gelir.

IR hasari ise, iskemik durum sonras1 kanlanmanin yeniden saglanmasindan sonra
iskeminin doku tizerindeki olumsuz etkilerin paradoksal olarak diizelmek yerine
daha da arttigi Kklinik  bir durumdur. Etki mekanizmasi halen net olarak
bilinmemekle beraber IR hasarmin re-oksijenasyona bagl hiicre i¢i artmus
kalsiyum konsantrasyonu, artmis sistemik inflamatuar yanit,
mitokondrial/lizozomal permeabilitesinde artis, endotelyal disfonksiyon gibi

sebeplerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

IR hasar1 iskemik kalan dokunun, viicudun kendi fibrinolitik yollar1 ile yeniden
kanlanmasinm1 saglamasiyla gerceklesebilecegi gibi, embolektomi, aterosklerotik
arterlere balon anjioplasti ya da stent gibi tedaviler sonrasinda da meydana
gelebilmektedir. Ayrica vaskiiler cerrahiler sirasinda islem yapilan damara
konulan klemp sonrasi iskemik kalan dokuya, cerrahi iglemin sonunda klempin
kaldirilmast ile tekrar kan akimi saglanmasi ile olmaktadir. Ozellikle abdominal
aortaya yapilan cerrahi miidaheleler sirasinda aort klemplenmekte, ve alt
ekstremiteler dakikalar hatta bazen saatler boyunca iskemik kalabilmektedir. Buna
sekonder olarak cerrahi bitiminde klempin kaldirilmasi ile tekrar doku kanlanmasi

saglanmaktadir. IR hasarinda bu yeniden kanlanma ile, hem iskemik kalan dokuda
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hem de sistemik pro-inflamatuar mediatorler araciligiyla uzak organlarda bir

hasara neden olmaktadir.

Calismamizda IR modeli, ratlarin infrarenal abdominal aortas1 120 dakika
klemplenerek taklit edilmistir. 120 dakikalik iskemiyi takiben klemp kaldirilarak
120 dakika boyunca dokularin yeniden kanlanmasi saglanmistir. Islem oncesi bir
gruba O3 tedavisi verilerek, Os’un IR hasar iizerindeki etkisini gdzlemlemek
amagclanmistir. Bu modelde alt ekstremite iskemisi sonras1t meydana gelen iskemi
reperfiizyon hasarinin akciger ve bobrek gibi iki ana organ grubundaki sistemik
hasarin etkisi Oz tedavisi ile beraber incelenmistir. Calismamizdan elde edilen
veriler istatistiksel olarak Oz’iin bobrek ve akciger dokusundaki IR hasar

etkilerini azalttig1 seklinde sonuglanmastir.

O; tedavisi alan IR hasari grubunda histolojik olarak glomeriiler vakuolizasyon,
tiilbiiler dilatasyon, vaskiiler vakuolizasyon ve hipertrofi, tiibiiler hiicre
dejenerasyonu ve nekroz, tiibiiler hyalin silindirleri; O3 tedavisi verilmemis iskemi
reperfiizyon hasar1 grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
gbzlenmistir. Ancak Bowman araligi dilatasyonu, lenfosit infiltrasyonu ve tiibiiler
hiicre dokiilmesi arasinda Os verilen ve verilmeyen IR gruplari arasinda farklilik

gbzlenmemistir.

Calismamizda bobrek preparatlar1 biyokimyasal olarak incelendiginde O3 verilen
IR grubunda, Osverilmeyen IR grubuna TBARS diizeyleri anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Bu da O3 tedavisinin sistemik IR hasarmm bobrek iizerindeki
etkilerini azaltigin1 gostermektedir. Siiperoksid dismutaz ve CAT enzim
aktivitelerine bakildiginda IR grubunda, yalmzca Oz verilen gruba ve kontrol
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grubuna gore yiiksek bulunurken, Oz ile tedavi edilen IR grubuyla arasinda

istatistiksel olarak farklilik tespit edilememistir.

Calismamizda IR hasarinin sistemik etkileri akciger agisindan da degerlendirilmis
olup, Oz verilen IR grubunda akcigerde meydana gelen nétrofil
infiltrasyonu/agregasyonu, alvoel duvar kalinligt ve toplam skor olarak, Oj
tedavisi verilmeyen IR hasari grubuna gére anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu
da Os‘un akciger tiizerinde de sistemik IR hasarmi onledigine dair kanit

saglamistir.

Son olarak akciger iizerinde yapilan biyokimyasal analizde O3 verilen IR hasar
grubunun CAT, SOD enzim aktiviteleri ve TBARS diizeyleri bakimindan Oj

verilmeyen IR grubuna gére anlamli olarak farkli bulundugu gézlenmistir.

Boylece hem bobrek, hem de akciger dokusu iizerinde Os; verilen IR hasar
grubunun Os verilmeyen gruba gore gerek biyokimyasal, gerekse histolojik olarak

cok daha az hasar olustugu gozlenmistir.

Chen ve arkadaslarmnin ratlar iizerinde yaptig1 ¢aligmada IR hasarina ozonun etkisi
incelenmistir (65). Bu ¢alismada renal cerrahi ve renal transplantasyon sonrasi sik
bir renal yetmezlik nedeni olan IR hasarina ozonun koruyucu etkisi arastirilmistir.
Renal iskemiye ugratilan ratlara ozon (Img/kg) uygulanan ve uygulanmayan
gruplar karsilastirilmis ve ozon grubunda iskemi sonrasi inflamasyon ve apoptoz
oranlarinin azaldig1r goriilmiistiir. Bizim c¢alismamizdan farkli olarak iskemi
dogrudan renal dokuya uygulanmis ve renal arterler klemplenmistir. Boylece
ozonun IR hasarinin uzak organ iizerindeki etkisine degil, dogrudan iskemik doku

tizerindeki etkisi incelenmistir (65).
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Wang ve arkadaslar1 renal IR sonras1 8 haftalik siirede renal interstisyel fibrozis
gelisimini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Os verilen ve verilmeyen grupta
BUN (Blood Urea Nitrogen= kan iire azotu) ve kreatinin degerleri arasinda kronik
donemde istatistiksel olarak farklilik bulunmamasina ragmen,
immunohistokimyasal boyamada Os; verilen grupta daha az fibrozis gelistigi

gosterilmistir (66).

Torlak ve arkadaslar1 alt eckstremite iskemisi sonrast meydana gelen
reperfiizyonun akciger, kas, karaciger, kalp, bobrek iizerindeki etkilerini Os
tedavisi ile beraber incelenmistir. Yapilan histolojik ve biyokimyasal testler
sonucunda O tedavisinin IR hasarimin hem lokal hem de sistemik etkilerini

azalttig1 saptanmustir (67).

Wang ve ark.larn tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise Osz’un akciger
dokusundaki IR hasar iizerindeki etkisi incelenmistir (68). Bu ¢alismada ratlar
tizerinde 1 saatlik akciger iskemisi ve takiben 10 giinliik reperfiizyon periyodu
sonrast Oz kullaniminin nuklear factor (erytroid-derived 2) like 2 (Nrf2)
iizerinden akciger dokusundaki apopotozu azaltarak IR hasarmi azalttig
gosterilmistir. Boylece 0zonun kardiyak by-pass, kalp transplantasyonu ve diger
kardiyak cerrahi miidahelelerde postop sistemik inflamasyonu ve uzak organ

hasarmi engellemeye yonelik koruyucu bir ajan olabileceginden bahsedilmistir.

Filippo CD ve arkadaglar tarafindan ratlar iizerinde yapilan c¢alismada Os‘un
myokardial dokudaki IR hasar1 iizerindeki etkisi incelenmistir. IR hasarindan 1
saat once ratlara 100, 150 ve 300 mikrogram kilogram dozlarda O, / O3 karsimi

verildiginde, myokardiyal dokuda IR hasarma karsi Ogz‘un etkili bir ajan oldugu
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gosterilmistir. Bu caligmada  kardiyak  koruyucu etkinin 150
mikrogram/kilogramda basladigi ancak maksimum etkinin 300

mikrogram/kilogramda oldugu gosterilmistir (69).

Mete ve arkadaslar1 tarafindan testis torsiyonunda intraperitoneal veya
intratestikiiler yolla Og verildiginde IR hasarmni 6nlemede lokal uygulamanin daha

etkili oldugunu gostermislerdir (70).

Wang ve arkadaslar1 renal transplantasyon sonrasi greftte olusan inflamasyon ve
oksidatif stres tizerinde Oz‘un diizenleyici etkisi arastirilmis olup transplantasyon
sonrast anti-oksidatif mekanizmalarla greftteki inflamasyonu azaltici etkisi oldugu

gosterilmistir (71).

Sancak ve arkadaslarinin yeni zelanda tavsanlari iizerinde yaptiklari ¢aligmada Os
ile zenginlestirilen majér otohemoterapinin renal IR hasarmni, serbest oksijen
radikal yanitin1 diizenleyerek azalttigi histopatolojik olarak gosterilmistir (72).
Kal ve arkadaglar1 tarafindan yine ratlar iizerinde yapilan bagka bir c¢alismada
renal IR hasarmin Os tedavisi ile azaltilabilecegi gosterilmistir (73). Jiang ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada Os tedavisinin renal IR hasarinm uzun
donem etkilerinde de koruyucu oldugu serum BUN, kreatin seviyeleri ve

histolojik inceleme ile kanitlanmigtir (74).

Wang ve ark.lar tarafindan ratlar {izerinde O3’un mitokondrial MAPK (Mitojen
Aktive Protein Kinaz) yolagmin aktivasyonunu engelleyerek renal IR hasarini

azalttig1 gosterilmistir (75).
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Chen ve arkadaslar tarafindan Os’un sadece renal IR hasarmi azaltmada degil,
ayni zamanda iskemik hasar1 azaltmada da etkili oldugu gosterilmistir. Her iki

etkisi de agirlik olarak nitrik oksit yolaklari1 iizerinden oldugu 6ne siirtilmiistiir

(76).

Leon ve arkadaglar1 tarafindan karbon tetrakloriir ile hepatoselliiler hasari
olusturulan ratlarda 50 pg/ml Oz konsantrasyonu ile giinde bir kez 4.4-5.0 ml
olmak iizere 15 doz Oszun oksidatif stresi, serbest radikaller iizerinden azalttig1

gosterilmistir (77).

Xing ve arkadaglar1 45 dakikalik renal iskemi sonrasi giinde bir kez 1 mg/kg
olacak sekilde 15 doz rektal insiilasyon ile Oj tedavisi uygulandiginda Oz ‘un
TNF-alfa (Tiimor nekroz faktorii), IL-1 (Interldkin), IL-6, ICAM-1 (Hiicre ici
adhezyon molekiilii-1) ve MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
sitokinlerinin {iretimini mRNA {izerinden baskilayarak koruyucu etkisinin

oldugunu gosterilmislerdir (78).

Meng ve arkadaglarinin ratlar tizerinde yaptig1 ¢alismada 5 giin boyunca giinde bir
kez 2 ml 100 pg/kg/giin verilen Oz’un mitokondrial hasar1 ve apoptozu azaltarak,
kardiyak IR hasarinda etkili oldugunu gostererek Kardiyak transplantasyon ve
kardiyak by-pass cerrahisinde kardiyak hasar1 6nlemede etkili bir ajan olabilecegi
one strilmistir (79). Kogyigit ve arkadaslart Wistar ratlari tlizerinde yaptiklar
calismada, infrarenal abdominal aortun 60 dakika klemplenmesi ve 60 dakika
sonrasinda klempin agilmasi ile iskemi ve reperfiizyon saglandi. O3 tedavisinin

myokardiyal dokuda IR hasarmi azaltigmi; siiperoksid dismutaz, katalaz,
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troponin seviyesindeki azalmalar ve ayrica histopatolojik incelemeler ile

gostermislerdir (80).

Onal ve arkadaslar1 tarafindan intestinal mukoza iizerinde Os‘un etKisinin
incelendigi ¢alismada, Oz + IR grubuna bes giin siireyle intraperitoneal olarak 1
mg/kg dozda O3 verilip 6.gilin bir saat siiperior mezenterik arter okliizyonu ve
ardindan iki saatlik reperfiizyon ile IR modeli olusturulmus. Oz + IR grubunda
bagirsak epiteli biitiinliigii korunmus ve bagirsak yaralanma skorunda azalma
tespit edilmistir. Siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz degerleri
ile toplam antioksidan kapasite parametresi Oz verilen grupta en yiiksek

bulunmustur (81).

Isik ve arkadaslar tarafindan ratlarda mezenter IR hasarinda 1 saatlik iskemi ve
reperfiizyondan 45 dakika dnce intraperitoneal olarak 25 pg/ml olacak sekilde
0,/03 karisimindan 0.5 mg/kg ve/veya 80 mg/kg naringin tek doz olarak
verildiginde O3 ve naringinin birlikte kullanilmasinin IR hasar1 6nlemede etkili

oldugu gosterilmistir (82).

Giinal ve arkadaglariin yaptig1 calismada siiperior mezenterik arter okliizyonu ile
60 dakika siireli bagirsak iskemisi sonrasi reperfiizyondan 20 dakika dncesinde
%95 oksijen + %5 O3 karigimi intraperitonel olarak 07 mg/kg dozda verildiginde
literatiiriin aksine tek dozda kullanilan O tedavisinin intestinal mukozada IR
hasarii dnlemede etkili olmadigini, yalnizca iskemik hasar1 azaltmada etkili

olabilecegi gosterilmistir (83).

Kaymaz ve arkadaslari tavsan modelinde alt ekstremitede femoral arter okliizyonu

uygulayarak IR hasar1 olusturduklari tavsanlardan 5 ml kan alarak 50
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mikrogram/mililitre oraninda Os; ile karistirarak venoz yoldan 5 dakikada
verdiklerinde (major otohemoterapi) Oz tedavi edilen grupta toplam antioksidan
durum diizeyleri anlaml1 olarak yiiksek, malondialdehit diizeyleri ise daha diisiik
bulunmus. Histopatolojik degerlendirmede ise iskemi grubunda nadir niikleer
santralizasyon, hafif cap farkliliklar1 ve fokal perivaskiiler nétrofil infiltrasyonu

ortaya ¢ikarirken, O3 grubu kontrol grubuna neredeyse benzer 6zellikler gostermis

(84).

Literatiirde O3 tedavisinin oksidatif stresi azaltarak IR hasarin1 gerek lokal gerekse
sistemik olarak azalttigi pek c¢ok calisma ile gosterilmistir. Calismamizda
yaptigimiz modelle alt ekstremite iskemisi sonrasi meydana gelen reperfiizyon
hasarmin bobrek ve akciger dokusundaki uzak etkilerinin Os tedavisi ile
azaltilabilecegi gosterilerek, literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma ile paralel bir sonug
elde edilmistir. Bu model 6zellikle abdominal aorta cerrahisi sirasinda ciddi bir
kas kiitlesi olan alt ekstremitelerin uzun siire iskemisi sonrasi cerrahi sonunda
tekrar reperfiize olmasi ile uzak organlarda gelisebilecek hasarlanma modeli taklit
edilmis olup sonugta bu hasarlanma {izerinde Os;‘un faydali olabilecegi

calismamizda kanitlanmustir.
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6.SONUC

IR hasari, iskemi altinda kalan bir dokunun tekrar reperfiize olmas1 sonrasinda
doku hasarinin oksijen metabolitlerine bagli daha da arttig1 klinik bir durumdur.
Bu calismada IR hasarmm sistemik etkilerine Os; molekiiliiniin etkisi
incelenmistir. Abdominal aortun ratlarda klemplenmesi ve daha sonra tekrar
reperfiize edilmesi ile taklit edilen alt ekstremite IR hasarmin akciger ve bdbrekler
tizerindeki etkisi incelenmistir. O3 verilen grupta bu hasarin pek ¢ok biyokimyasal
ve histolojik parametrede istatistiksel olarak daha az oldugu bu calismada
gosterilmistir. Bu nedenle O3 molekiilii immiin sistemi inhibe eden ve oksijen
radikallerinin olusumunu azaltan ozellikleri sayesinde IR hasarmin sistemik

etkilerinin azaltilmasi konusunda etkili bir molekiildiir.
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8.0ZET

Amag: Alt ekstremite iskemi reperflizyon hasarinin bobrek ve akciger gibi iki
uzak organ tlzerindeki etkilerinin ve bu etkilere O3 molekiiliiniin etkisinin

arastirilmasi bu ¢alismada amacglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: 24 adet rat, kontrol (n=6), ozon (n=6), iskemi reperfiizyon
(n=6), ozon+iskemi reperflizyon (n=6) olmak {izere dort gruba ayrilmistir. Kontrol
grubu yapilan batin insizyonu sonrasinda 240 dakika sonra sakrifiye edilmistir.
Ozon grubuna intraperitoneal olarak ozon enjekte edildikten sonra batin insizyonu
yapilarak 240 dakika sonra sakrifiye edilmistir. Iskemi reperfiizyon grubunda
batin insizyonu sonrasit abdominal aort klemplenmis, 120 dakika iskemi
stiresinden sonra klemp kaldirilarak 120 dakika reperfiizyon siiresi taninmis, 240
dakikanin sonunda sakrifiye edilmistir. Ozon+iskemi reperfiizyon grubunda
intraperitoneal ozon uygulamasi sonrasi batin insizyonu yapilarak abdominal aorta
120 dakika klemplenmis, 120 dakika iskemi siiresinden sonra klemp kaldirilarak
120 dakika reperfiizyon siiresi taninmig ve 240 dakikanin sonunda ratlar sakrifiye
edilmistir. Tim gruplarda sakrifiye edilen ratlarin birer bdbrek ve akcigeri
histolojik inceleme i¢in formole, diger akciger ve bobregi biyokimyasal inceleme

icin -80 azot tiipiine alinmistir.

Bulgular: Ozon tedavisi almis iskemi-reperfiizyon hasari grubunda boébreklerin
histolojik olarak degerlendirilmesinde glomeriiler vakuolizasyon (GV), tiibiiler
dilatasyon (TD), vaskiiler vakuolizasyon ve hipertrofi (VVH), tiibiiler hiicre
dejenerasyonu ve nekroz (THDN)), tiibiiler hyalin silindirleri (THS); ozon tedavisi

verilmemis iskemik reperflizyon hasar1 grubuna gore istatistiksel olarak daha
67



diisiik oldugu gozlenmistir. Aym sekilde bobreklerin biyokimyasal incelemesinde
ozon tedavisi alan iskemi reperfiizyon grubunda, ozon verilmemis iskemi
reperfiizyon grubuna gore tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri TBARS diizeyleri

anlamli olarak diisiik bulunmustur.

Akcigerlerin histolojik incelemesinde ozon verilen iskemi reperfiizyon grubunda
akcigerde meydana gelen notrofil infiltrasyonu/agregasyonu, alvoel duvar
kalinlig, ozon tedavisi verilmeyen iskemi reperfiizyon hasari grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Akciger iizerinde yapilan biyokimyasal
analizde ozon verilen iskemi reperfiizyon hasari grubunun katalaz, siiper oksit
dismutaz ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri TBARS diizeyleri bakimindan
ozon verilmeyen iskemi reperflizyon grubuna gore anlamli olarak farkli

bulunmustur.

Sonu¢: Abdominal aorta klemplenmesine bagli meydana gelen iskemik
reperfiizyon hasariin akciger ve bobrek gibi iki uzak organ tlizerindeki etkilerinin

islem Oncesinde verilecek ozon molekiilii ile azaltilmas1 miimkiindiir.
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9.SUMMARY

Objectives: The aim of this study was to investigate the effects of lower
extremity ischemia reperfusion injury on two distant organs such as kidney and

lung and the effect of 0zone molecule on these effects.

Material and Mehtods: 24 rats were divided into four groups as control (n=6),
ozone (n=6), ischemia reperfusion (n=6), ozone+ischemic reperfusion (n=6). The
control group was sacrificed 240 minutes after the abdominal incision. After
intraperitoneal ozone was injected into the ozone group, an abdominal incision
was made and it was sacrificed 240 minutes later. In the ischemic reperfusion
group, the abdominal aorta was clamped after the abdominal incision, the clamp
was removed after 120 minutes of ischemia, and a reperfusion period of 120
minutes was given, and it was sacrificed at the end of 240 minutes. In the ozone +
ischemia reperfusion group, after intraperitoneal ozone application, abdominal
incision was made and the abdominal aorta was clamped for 120 minutes. One
kidney and lung of the rats sacrificed in all groups were placed in formole for
histological examination, and the other lung and kidney were placed in -80

nitrogen tube for biochemical examination.

Results: In the histological evaluation of kidneys in the ozone-treated ischemia-
reperfusion injury group, glomerular vacuolization (GV), tubular dilatation (TD),
vascular vacuolization and hypertrophy (VVH), tubular cell degeneration and
necrosis (THDN), tubular hyaline cylinders ; It was observed that it was
statistically lower than the ischemia reperfusion injury group that did not receive

ozone therapy. Likewise, in the biochemical examination of Kkidneys,
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thiobarbituric acid reactive substances TBARS levels were found to be
significantly lower in the ischemic reperfusion group that received ozone therapy,

compared to the ischemia reperfusion group that did not receive ozone.

In the histological examination of the lungs, neutrophil infiltration/aggregation,
alvoel wall thickness, and ischemia reperfusion injury that occurred in the lung
were found to be significantly lower in the ischemia reperfusion group given
ozone compared to the ischemia reperfusion injury group that did not receive
ozone therapy. In the biochemical analysis performed on the lung, the ischemic
reperfusion injury group given ozone was found to be significantly lower in terms
of catalase, superoxide dismutase and thiobarbituric acid reactive substances

TBARS levels compared to the ischemia reperfusion group not given ozone.

Conclusion: It is possible to reduce the effects of ischemia reperfusion injury
caused by clamping of the abdominal aorta on two distant organs, such as the lung

and kidney, by administering ozone molecule before the procedure.
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