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OZET

Cerrahi pratikte rastlantisal paternli deri flepleri siklikla kullanilmaktadir.
Flep distalinde olusabilecek doku nekrozu, olusabilecek kozmetik ve fonksiyonel
sorunlar nedeniyle korkulan bir komplikasyondur. Ozon kullaniminin kronik ve akut
yara iyilesmesinde etkinligi gézterilmistir.

Bu deneysel calismada ozonize zeytinyagi ve sadece saf zeytinyagi
emdirilmis pansuman materyalinin sigan dorsal rastlantisal paternli deri fleplerinde
damarlanma iizerine etkisi arastirildi.

Agirliklar1 200 — 250 gr arasinda degisen 21 adet Wistar Albino tipi erkek rat
ii¢ esit gruba ayrildi. Her gruba standart kaudal tabanli dorsal flep uygulandi. Kontrol
grubuna ek bir uygulama yapilmadi. Diger iki gruba sirasiyla zeytinyagi ve ozonize
zeytinyagi giinde iki kez topikal olarak uygulandi.

Postoperatif 7. giinde tiim fleplerin taban1 ve u¢ noktasi arasindan tam kat 1 x
1 cm boyutlarinda doku 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri CD34 ve VEGF boyalari ile
boyanarak 151k mikroskobu altinda incelendi.

Kontrol grubunda CD34 ve VEGF ile pozitif boyanma gosteren yapilarin
ortalama + standart sapma degerleri siras1 ile 10.29 + 1.80 ve 8.86 + 1.35 iken zeytin
yag1 ve ozonize zeytin yagi gruplarinda bu degerler sirasiyla 15.57 = 1.72 ve 15.00 =
1.41 ile 25.00 £ 2.16 ve 25.14 + 2.41 idi. Her iki ¢alisma grubunda CD34 ve VEGF
ile boyanan yapilarin ortalama sayilar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli
bicimde daha yiiksekti (her ikisi icin de p<0.001). Ozonize zeytinyagi grubunun hem
CD34 hem de VEGF ile ortalama boyanma sayilar1 da zeytinyag1 grubundakinden
belirgin olarak daha fazlaydi (her ikisi i¢in p<<0.001).

Sonu¢ olarak ozonize zeytinyaginin rastlantisal paternli cilt fleplerinin
damarlanmasimni artirdig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Flep, Zeytinyagi, Ozonize Zeytinyagi, CD-34, VEGF
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF OZONATED OLIVE OIL ON THE FLAP IN AN
EXPERIMENTAL FULL-THICKNESS SKIN FLAP MODEL

In surgical practice random sample skin flaps are used frequently. The flap
necrosis is a horrible complication because of cosmetic and functional problems. The

efficiency of ozone on chronic and acute wound healing has been reported.

In this experimental study, the effects of ozonated olive oil and pure olive oil
sucked medical dressing is searched on vesseling in the doral skin flaps on rats.

Twenty one Wistar Albino male masculine rats weighing 200-250 grams
were seperated into three groups with seven members. All of rats underwent to a full-
thickness dorsal flap with caudal basis. Any additional application was given to rats
in control group. Olive oil or ozonated olive oil was applied, twice per day, to flap
areas of rats in remaining two groups during postoperative seven day.

On posteperative seventh day, 1 centimeter squared full-thickness tissue
samples obtained from middle point of flap areas. Tissue samples were stained by
CD34 and VEGF antibodies, and were observed under light microscope.

The mean numbers of CD34- and VEGF-positive structures were 10.29 +
1.80 and 8.86 + 1.35 in control group, respectively. They were 15.57 + 1.72 and
15.00 + 1.41 in olive oil group, and were 25.00 + 2.16 and 25.14 + 2.41 in ozonated
olive oil group, respectively. In both study groups, the mean numbers of CD34- and
VEGF-positive structures were statistically significantly higher than control group
(»<0.001, for both). Either CD34- or VEGF-positive stained structures were much
more in ozonated olive oil group than olive oil group (»<0.001).

As a result, it was shown that ozonated olive oil increased vascularization in
random sample full-thickness skin flaps.

Keywords: Flap, Olive oil, Ozonated Olive Oil, CD-34, VEGF
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1. GIRIS

Flep; doku eksikliklerinin onarimi i¢in viicudun belirli bodlgelerinden
hazirlanan, tabanindan veya pedikiiliinden giren arter ve venlerle beslenen deri,
derialti, fasya, kas, kemik ya da bu dokularin bir kismin1 bir arada icerebilen doku
parcasidir. Flep hazirlanan bolgeye verici (dondr) alan, tasindigi bolgeye (defekt) de
alict alan adi verilir. Flebin verici alana bagl kalan proksimalindeki deri kismina
tabani ya da pedikiilii denilmektedir. Flebin vaskiiler kaynagi deri, derialti, derin

fasya ve kas igerebilen bu pedikiil i¢erisinden gecer.

1.1.Tarihge

Yara bakiminin tarihgesi insanoglunun ilk yaralanmasi ile baslar. Flep
cerrahisinin temelleri ise 1.0. VI. yiizyila uzanmaktadir. Unlii Hint Cerrah1 Sushruta,
Sushruta Samhita adl1 yapitinda kulak ve burun doku eksikliklerinin onarimida
kullandig1 alin fleplerinden bahsetmistir. Hint plastik cerrahi O6gretisi Araplar
araciligiyla Avrupa’ya gelmis ve oOzellikle XV. yiizyill Ronesans Avrupa’sinda
Sicilya’da Branca Ailesi’nin dnciiliigii ile genis uygulama alani bulmustur (1). Ilk
Plastik Cerrahi kitab1 1597 yilinda Gaspare Tagliacozzi tarafindan yaymlanmistir. Bu
kitapta Tagliacozzi burun onarmminda kol fleplerinin kullanimini ayrmtilart ile
aciklayarak modern plastik cerrahiye adimda doniim noktasi olmustur. XIX.
ylizyildaki ¢alismalar Graefe, Hamilton, Mutter, Dieffenbach, Gersuny tarafindan
yapilan caligmalar tizerinde yogunlasir. Flep transferinin modern cerrahi teknikleri I.
Diinya Savasi yillarinda yaymlanan Tiip flebin anlatildigi makaleleri ile Gillies ve
Filatov’a atfedilir. Otorler bu makalelerinde tiip flep cerrahi ilkeleri disinda
geciktirme fenomeninden de bahsetmislerdir (1-3).

1950 — 1975 yillar1 arasindaki donemde 6zellikle bas boyun bolgesi ile ilgili
bircok flep tanimlanmistir. Bakamjian ve Mc Gregor’un aksiyel paternli deri
fleplerini tanimlamalar1 flep cerrahisine 6nemli katki saglamistir. Kas flebi ilk defa
Ger tarafindan 1968 yilinda tarif edilmistir.

1970’ler ve 1980’ler arasinda yer alan bu donemde bir¢ok yeni flep
tanimlanmis kas ve kas—deri flepleri kullanim1 yayginlagsmaya baslamistir. Fasya-deri

ve kas-deri fleplerindeki olaganiistii gelismeye ek olarak, ameliyat mikroskobunun



kullanim bulmasi ile birlikte serbest doku aktarimlar1 giindeme gelmis ve cerrahide

yeni bir ¢ag acilmistir.

Buncke, Harii, Taylor, Daniel ve digerleri dnciiliigiinde mikrovaskuler serbest doku

aktarimlar1 gergeklestirilmistir (1-4).
1.2.Deri Fleplerinin Tasinma ilkesine Gore Simiflandiriimasi

1.2.1.Lokal Flepler

Verici alana komsu olan defektlerin kapatilmasinda kullanilir. Genellikle alic1
alan ile renk, yapi, kil igerme ve kalinlik agisindan benzer 6zelliklere sahiptir. Uzak
fleplere gore daha az evreli ameliyat ve daha kisa siire hastane kalim siiresi gibi
avantajlara sahiptir. Doku defektine dogru yaptiklar1 hareket tiplerine gore: ilerletme,

rotasyon, transpozisyon ve interpolasyon flepleri olarak adlandirilirlar.

1.2.1.1. ilerletme Flepleri
Tek pedikiilli, bipedikiilli ve V-Y ilerletme flepleri seklinde

kullanilmaktadir.

Sekil 1.Tek ve cift pedikiillii ilerletme flebi/ V-Y ilerletme flepleri



1.2.1.2. Transpozisyon Flepleri
Dortgen seklinde deri ve derialti dokularindan olusmaktadir. Komsulugundaki

defekti kapatmak amaciyla lateral yonde hareketlendirilerek kullanilirlar.

1.2.1.3. Rotasyon Flepleri
Primer defektin iiggen seklinde bir segmentini olusturdugu, yarim daire

seklinde hazirlanilan fleplerdir.
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Sekil 2. Rotasyon flepleri. Fleplerin dairesel hareketi gerginliksiz olarak flep

tabanina yapilan kesi veya tiggen cilt (Burow tiggeni) ¢ikartimi ile saglanilmakta

1.2.1.4. interpolasyon Flepleri
Dortgen seklinde planlanilan flebe, yakin ama bitisik olmayan bir defektin

kapatiminda rotasyon yaptirilarak uygulanilir.

1.2.2. Uzak flepler

Alict alana uzak bir bélgeden hazirlanilan fleplerdir.

1.2.2.1. Direkt Flepler
Alic1 ve verici alanlarin flebin tasinabilmesi i¢in birbirlerine yaklastirildigi
transpozisyon flepleridir. El defektlerinin onarilmasinda kasik flebi veya capraz

parmak flebi 6rnek olarak verilebilir.



1.2.2.2. indirekt Flepler

Verici alandan alict alana transfer edilemeyen ve bir araci alan kullanilarak
uzak bir bdlgeden hazirlanan fleplerdir. Indirekt flepler daima tiip haline getirilerek
transfer edilirler. Toraks, abdomen ve uyluk bdlgelerinden hazirlanirlar. iki paralel
insizyonla derinin tabandan serbestlenmesi ile olusturulan tiip fleplerde 3 temel
degisiklik meydana gelmektedir. Bunlardan ilki kutandz ve subkutandz dolasim
paternindeki degisimler, kan damarlarina eslik eden sempatik sinirlerin ayrilmasi,
sonuncusu ise; flepte kismi iskemi olusturulmasidir. Tiip flep tasiyici alana veya
migrasyon alanina siitiire edildikten sonra en az iki buguk hafta beklenmeli ve verici

alandan evreli olarak ayrilmalidir (5, 6).

1.2.2.3. Serbest Flepler
Istenilen miktarda hazirlanilan dokularin besleyici damarlari ile birlikte verici
alandan alinip, uzaktaki alici1 alan damarlarina mikrovaskuler teknik ile dikilmesi

yoluyla tasinan fleplerdir (3, 4, 7, 8).

1.3. Fleplerin Kanlanmalarina Gére Simiflandirilmasi

Flep beslenme paternlerinin anlasilabilmesi icin  dokularin  nasil
kanlandiklarinin  bilinmesi gerekmektedir. Dokularin kanlanmasi1 segmental,
perforator ve kutandz arterlerden saglanir. Segmental arterler, direkt olarak aortadan
koken alirlar ve govde ile ekstremiteleri kanlandiran biiyilkk ana damarlardir.
Perforator damarlar ise segmental ile kutanéz damarlar arasindaki baglantiy1
saglarlar. Kutandz arterler kendi aralarinda muskulokutan ve septokutan damarlar

olarak ikiye ayrilirlar.

1.3.1. Muskulokutan arterlerle beslenen flepler

Muskulokutan arterler kasi besledikten sonra iizerinde yeralan dermal
pleksusa dogru ilerleyen ana damarlardir. Random deri flebi, deri ve derialt1 dokusu
icerir ve pedikiiliinden giren muskulokutan damarlarla beslenir. Kas-deri flebi ise kas
dokusunu besleyen muskuler arterlere ek olarak cok sayida u¢ muskulokutan

arterden de kanlanan oldukca giivenilir fleplerdir (3).



1.3.2. Septokutan arterlerle beslenen flepler

Segmental veya muskuler damarlardan kaynaklanip kaslar arasindaki fasyal
septalardan gegerek iistteki fasya ve deriyi beslerler. Fasyokutan flep, septokutan bir
damar {izerinden giivenle hazirlanilabilir. Deriye paralel olarak seyreden septokutan
arterler ¢ok sayida yan dallar vererek genis boyutlu arteryel fleplerin hazirlanmasina
olanak verirler (3).

Bahsedilmis olan bu iki arter tipi {i¢ anatomik seviyede (fasya, derialt1, deri)

bes ayri1 pleksus olusturarak derinin beslenmesini saglar (Sekil 3).

Dermal pleksus
Sublmutan yag
Subdermal pleksus -
1| Perforan sublartan
| artetler
Subkutan vag ik

Perforan miiskiiler
artetler

Derin kutandz fasia

Kas

Segmentz] arterler

Sekil 3. Cildin arteryel destegi ve pleksuslar1

Fasyal pleksusta, kan damarlar1 fasyanin i¢inde, altinda ve tlizerinde seyreder.
Baskin olan prefasyal pleksustur. Kan akimi septokutan ve muskulokutan arterlerden
gelir. Subkutan pleksus; yag dokusunu yiizeyel ve derin olarak ikiye ayirr. Bu plan
anatomik olarak platisma ve skarpa fasyasina denk diiser. Bu sistem ozellikle
govdede 1iy1 gelismistir. Subdermal pleksus, retikiiler dermisin hemen altinda
subkutan yagi hemen tizerindedir. Bu bolge deri flebinin kenar kanamasimin oldugu
bolgedir. Buradan ¢ikan arteriyoller dermal pleksusu besler. Dermal subepidermal
pleksus, papiller dermisten baslar. Dermoepidermal bileskeye kadar uzanir. Bu iki
pleksus asil deri kan dolagimindan sorumludur. Dermal pleksusun asil amaci 1s1
diizenlemesidir (Sekil 3).

Ozet olarak, random flepler direkt kutanéz, muskulokutanéz veya

fasyakutandz damarlardan kaynaklanan arterioller tarafindan perfiize edilen dermal
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ve subdermal pleksuslar tarafindan beslenilirler. Arteryal ya da direkt kutanoz flepler
ise segmental ya da muskuler damarlarin fasya ve iizerindeki deriyi beslemek iizere
kaslar arasindaki fasyay1 gegmeden once verdikleri septokutandz arterler tarafindan
beslenilirler. Bu septokutanoz arterler, kutandz beslenmeyi saglamadan once siklikla
komsu kaslara dallar verirler. Muskulokutan flepler; kas, subkutan yag ve cilt dokusu
icerirler ve liglincli bir anatomik kavram olarak degerlendirmeye alabilirler. Kas
iizerindeki cilt arteryal perforatorlerden beslenirken, kas komponenti major
damarlarin dallar1 tarafindan beslenir. Fasyokutan flepler ise heterojen bir gruptur.
Bu fleplerin perforatorleri intermuskular olabilecegi gibi, kutandz arterleri fasyanin

ylizeyindeki arteryel pleksustan da kaynaklanabilir (1).

1.4. Flep Fizyolojisi

Mikrodolasim, caplart 300 mikronun altindaki arteriollerden baslayip ug
arterioller, prekapiller sfinkterler, kapillerler, postkapiller veniiller, toplayic1 veniiller
ve yine 300 mikron c¢apli muskuler veniillere dogru ilerler. Arteriovendz
anastomozlar ise kapiller ag yakininda arteriyel ve vendz dolasimlar1 birlestirir.
Buradaki kas hiicreleri c¢evrelerinde zengin sinir ag1 bulundururlar. Kimyasal ve
elektriksel uyarilar ile dilate olurlar. Bu santlardan gegen kan, kapiller yatag: atlayip
ilerlemis olur.

Bu sistem ii¢ ayr1 dermal tabakada yeralir (Sekil 4); Yiizeyel pleksusta
arteriyel ve vendz yapilar bulunur, 1s1 degisimi ve beslenmede rol alirlar. Orta
pleksus vendz agirliklt olup 1s1 de§isimi ve savunma sistemlerini igerir. Derin
pleksus arteriyel ve vendz yapida olup 1sinin korunmasi ve santlardan sorumludur.
Bu damar aglarmin yogunlugu viicutta farkli dagilim gosterdiginden degisik
bolgelerden hazirlanilan fleplerde dolasimlar da farkli olmaktadir. Bu pleksuslar
derinin yara iyilesmesine yanitindan sorumludur. Yaslanma, radyasyon, sigara ve
yaniklarda olumsuz etkilenir. Diger taraftan doku genisletici uygulamalar1 sirasinda

yeni damarlarin olusumunu da saglarlar.



Epidermiz

Dermis

Subkutan yag

Sekil 4. Arteriovenoz santlarin ciltteki dagilimi

1.4.1. Deri dolasiminin sistemik kontrolii

En oOnemli etken sinir sistemidir. Hipotalamus tarafindan kontrol edilir.
Damar duvarlarindaki alfa adrenerjik ve seratoninerjik reseptorler vazokonstriksiyon;
beta adrenerjik reseptorler ise vazodilatasyona yol agarlar. Sempatik tonusun
azalmasi, 6zellikle arteriovendz anastomozlarda belirgin vazodilatasyona, artmasi da
vazokonstriksiyona neden olur. Hiimoral diizenleme sistemi igerisinde adrenalin ve
noreadrenalin dogrudan alfa adrenerjik reseptorleri etkileyerek vazokonstriksiyona
neden olurlar. Seratonin vazokonstriktor, histamin ve bradikinin ise vazodilator etki
gosterir. Aragidonik asit metabolitlerinden Tromboksan A2 (TXA2) ve prostaglandin
F, (PGF2) Alfa giiclii vazokonstriktor, prostoglandin E; (PGE1) vazodilator etkilidir.
Prostasiklin giiclii bir vazodilatdor ve trombosit agregasyon inhibitoriidir.

Lokotrienlerin deri dolagimini artirdiklar1 gosterilmistir (7).

1.4.2. Deri dolasiminin lokal kontrolii

Metabolik diizenlemede deride fazla olmamakla birlikte; hiperkapni, hipoksi,
asidoz ve interstisyel potasyum artis1 vazodilatasyona neden olur. Fiziksel
diizenlemede perflizyon basincinin artis1 damarlarda gerilmeye yol agarak
vazokonstriksiyonu tetikler. Bu, miyojenik refleks sayesinde kapiller akim arter

basimcindan etkilenmeksizin sabit bir diizeyde tutulur. Lokal hipotermi kan akimini
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azaltir, bu da vazodilatasyonu uyarir. Viskozite ise kan akimini sadece ciddi iskemi

durumlarinda etkilemektedir (7).

1.5. Flep Patofizyolojisi

Flep kaldirildiginda vaskiiler bir dengesizlik olusur. Sempatik innervasyon
ortadan kalkar ve iskemi gelisir. Artik bu deri dokusu 1s1 diizenleyici bir organ olarak
degil; hiimoral, metabolik ve fiziksel diizeneklerin yardimiyla kendine 06zgi
hemodinamik bir denge kurarak yasamaya calisan bir doku olarak vardir. Yasamasi
icin 8-12 saat icinde yeterli bir dolasim ile beslenmesi, iskeminin yol ag¢tig1 hasarlarin

azaltilmas1 gerekmektedir. Olusan degisiklikler ii¢ grupta toplanabilir (7,8).

1.5.1. Anatomik degisiklikler

Transvers yerlesimli damarlar arasinda varolan anastomozlarda dilatasyonlar
olur. Cerrahi travmanin yol ac¢tig1 inflamatuar yanit sonucu flep pedikiiliindeki damar
sayisi artar. Bu durum, 2-3 hafta devam eder. 4-5 giin sonra ¢evre dokulardan
ilerlemeye baslayan yeni damarlar flep damarlariyla baglant:1 kurarlar.
Katekolaminler flep kaldirildiktan sonra ortadan kaybolmaya baglarlar ve 30 saat
sonunda tlimiiyle yokolurlar. Tekrar ortaya ¢ikmalar1 reinnervasyon gostergesidir ve

4-8 haftayi bulur (7,8).

1.5.2. Hemodinamik degisiklikler

Ik giinde flep pedikiiliindeki kan akimi %100 iken, bu flep distalinde %18’e
diiser. ilk haftada %65, ikinci haftada %75-90’a ¢ikar. Bir ay icerisinde de normale
doner. Distaldeki flep kaybinin birinci nedeni arteryel yetersizliktir. Akut ve
geciktirme uygulanmis fleplerde, distaldeki sant akimlarinda herhangi bir degisiklik

goriilmemistir (7,8).

1.5.3. Metabolik degisiklikler

Flep distaline dogru ilerledik¢e lokal oksijen, glukoz ve ATP diizeyleri hizla
azalir. Glukoz tiiketimi ilk {i¢ giinde en yliksek seviyede olup yedinci giinde normale
doner. Laktat yapimi artar. Siklik AMP akut donemde azalip, 12 saat sonra canli
kisimlarda belirgin olarak artar. Tiim bunlar metabolik aktivite artigini gdsteren
isaretlerdir. iskemik kisimlarda ise anaerobik metabolizma artar ve ortaya toksik

stiperoksid radikaller ¢ikar. Fibrinolitik aktivite ilk 24 saatte belirgin olarak azalir.
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Trombosit agregasyonunda ve arasidonik asit metabolizmalarinda bozukluklar ortaya

cikar (7,8).

1.6. Fleplerde Geciktirme

Geciktirme bir flebin yasayan bolimiiniin uzunlu§unu artirmak amaciyla
kullanilmaktadir.  Aksiyel, muskulokutan, fasyokutan flepler ve serbest
mikrovaskuler doku transferlerindeki son gelismeler nedeniyle son yillarda
geciktirme islemi daha az kullanilmaktadir.

Flep cerrahisinde uzun zamandir kullanilan evreli flep aktarim iglemi ile daha
genis doku tasinabilmektedir. Transfer dncesi kanlanmasinin kismen kesilmesi ile
fleplerde iskemi toleranst ve damarlanma artis1 gosterilmistir. Bu konudaki
arastirmalar zaman zaman birbiriyle de ¢akisabilmektedir. Ik calismalarda damar
capinda, flep aks1 boyunca damarlarin yeniden yonlenmesinde, damar sayisinda ve
kan akimlarinda artmalar gosterilmistir. Ayrica farkl calismalarda, geciktirme islemi
ile flebin hipoksik kosullarda yasamaya alistirildig1 da belirtilmistir. Bu damarlanma
artmasi goriisi ile ¢elisebilmektedir (9).

Iskemi, geciktirme isleminin dnemli bir bilesenidir. Artmis pCO, diizeyleri
flep revaskularizasyonu ile yasayabilirligi artirmaktadir. Yapilan deneysel ¢aligsmalar
ile flebin distal boliimiiniin daha hipoksik olmasma karsin revaskiilarizasyonun
uyarilmasmin daha fazla oldugu gosterilmistir. Fleple alict yatak arasindaki
revaskiilarizasyon ameliyattan 3-4 giin sonra, en hipoksik uctan baslamaktadir. Diger
bir mekanizma ise arteriovendz santlardir. Bu santlar sempatik sistem kontrolii
altindadir ve farmakolojik ajanlar tarafindan uyarilabilmektedir. Baslangicta flep
kaldirim1 sonras1 olusan hiperadrenerjik cevaba bagli vazokonstriksiyon yaklagik 18-
36 saat siirer. Bu durum birkag giinde geri donerek flep nekrozu ile de sonuglanabilir.
Flebin ikinci asamada kaldirilmasi ile bu hiperadrenerjik faz gozlenmez,
vazokonstriksiyon olusmaz. Geciktirme islemi ile olusturulan sempatektomi,
arteriovendz santlarm acilmasini ve flep kanlanmasimnin artmasini saglar. Boylelikle,
pedikiillii bir flep iki asamada kaldirildig1 takdirde tek asamada yapilmis olan
flepteki boy /en oranindan daha fazla bir oranda kaldirilabilir (2, 7-9).

Fleplerdeki geciktirme islemi sonrasi olusan mikroanjiografik c¢aligsmalar
insanlarda, domuzlarda, tavsanlarda, kopeklerde gosterilmistir. Geciktirme isleminin

zamanlamasina ait bilgiler farklilik gdsterebilmektedir. Besinci giinden, 3-4 haftaya
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kadar olan zaman biriminde uygulanabilecegi bildirilmistir (10). Callegari ve Taylor
ise ¢aligmalarinda standart bir geciktirmenin besinci giinde yapilmasmin uygun
olacagini savunmuslardir (11, 12). Fisher, deneysel ¢aligmalarinda bu islemi takiben
1 hafta sonrasinda kanlanmanin artisinin en list seviyeye ulastigini gostermistir (2).

Geciktirme islemi; flebin tabaniyla ya da pedikiillerinden biriyle baglantilarinin

kesilmesi ile saglanabilmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Flep geciktirme islemi; flebin dolasim desteginden tabanindan (iistte) veya

bir pedikiiliinden (altta) ayrilarak kismen mahrum birakilmasi

1.7. Fleplere Farmakolojik Ajanlarin Etkisi

Geciktirme isleminin kismen sempatektomi sonrasi olusan hiperadrenerjik
durum ile agiklanmasi farmakodinamide taklit edilmektedir. Cilt kan akiminin
diizenlenmesi daha once de belirtildigi gibi sistemik ve lokal olarak kontrol altinda
tutulmaktadir.  Sistemik kontrol hem ndéral hem de humoral olarak
diizenlenilmektedir. Bu diizenlemeler icerisinde noral diizenleme daha baskindir.

Sempatik lifler ve alfa — adrenerjik reseptorler vazokonstriksiyonu uyarirlarken; Beta
10



— adrenerjik reseptorler de vazodilatasyonu uyarmaktadir. Ek olarak arteriovendz
anastomozlardaki serotoninerjik reseptorler de vazokonstriksiyonu uyarmaktalardir.
Humoral diizenleme ise, sistemik vazoaktif maddeler ve bunlarin 6zgiin
reseptorleri ile olmaktadir. Adrenalin ve noradrenalin, alfa — reseptorleri tizerinden
bu diizenlemeye katkida bulunmaktadirlar. Diger sistemik vazokonstriktorler
serotonin, tromboksan A, ve Prostoglandin F, alfa iken vazodilatorler ise
Prostoglandin E,, Prostosiklin, Histamin, Bradikinin ve Lokotrien C4— Dy ‘diir. (7)
Sempatolitik ajanlar olan Rezerpin ve Guanitidin noreadrenalin salinimini
azaltirlar. Preoperatif verilmelerinde etkili olduklarina dair yayimnlar mevcuttur. Alfa
—adrenoreseptor blokorii olan Fenoksibenzamin teorikte flep yasayabilirligini
artirmast gerekirken deneysel calismalarda siipheli bulunmustur. Fentolamin ve
Thymoxamine ile ilgili destekleyici yayinlar vardir. Beta — adrenoreseptor uyaricilari
iskelet kasinda vasodilatasyona neden olan ajanlardir. Kas fleplerinde etkinligi
gosterilmigsken deri fleplerinde destekleyici bulgulara rastlanilmamistir. Beta —
adrenoreseptor blokorii olan Propranolol rat g¢alismalarmin bir kisiminda etkili
bulunmusken, bazi rat ¢alismalarinda ve domuzlar iizerinde etkisiz bulunmustur (3,

7).

1.7.1. Serbest Radikaller

Oksijen metabolizma {iriinleridir. Hiicreler bu iirlinlerin zararh etkilerinden
korunmak i¢in enzimatik kontrol sistemleri, metal selatrler (Deferoksamin) (13) ve
antioksidanlar kullanirlar. Allopurinol, ksantin oksidaz inhibitoriidiir. Iskemide
ksantin dehidrogenaz ile ksantin oksidaz iiretilir; bu da oksijen radikalleri olusumunu
tetikler. Allopurinol ile doku iskemisine bagli kisir dongii engellenmis olur. Serbest
oksijen radikallerinin yara iyilesmesine olan etkisi, temizleyicileri kullanilarak
dolayli yollardan gosterilmistir. Shandall ve arkadaslar1 tavsanlarda yaptiklar1 kolon
anastomozlarindan sonra bdlgeye iskemi uygulayip; Aprotinin ve Siiperoksid
Dismutaz’n etkilerini arastirmis ve iyilesmeyi artirdigimi gostermislerdir (14).

Vitamin E ve C de serbest radikal olusumunu baskilarlar. Plasmada bulunan
Urik Asit de vitamin C gibi davranan antioksidanlardan birisidir. Bu ii¢ madde
plazmadaki toplam radikal yakalama aktivitesinin % 50-70’inden sorumludur (15).

Glutatyonun da Vitamin C ile sinerjistik aktivitesi gosterilmistir (16). Diger
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antioksidanlar arasinda; beta-karoten, dimetil siilfoksit ve seruloplazmin de

sayilabilir.

1.7.2. Nitrik Oksit Uyaricilan

Nitrik oksit (NO) kisa omiirlii, lipofilik L- arginine’den NADPH-bagimli
enzim olan NO sentetaz (NOS) tarafindan endotelyal hiicrelerde olusturulan bir
molekiildiir.  Nitrik  oksitin  vazorelaksasyon fizyolojisinde, angiogenezin
uyarilmasinda, norotransmisyonda, trombosit agregasyonun baskilanmasida, immiin
savunmada ve hiicre i¢i sinyallesmede etkin rolii mevcuttur. NO™“in eslenmemis bir
adet elektronu vardwr. Bazi reaktif nitrojen tiirlerinde DNA hasar1 ve onarimini
engelleyici fonksiyon mevcuttur (17, 18). NOS enzimi konstitiitif (kurucu) NOS
(cNOS) ve sitokin —indusibl (uyarilabilen) NOS (iNOS ) olmak {iizere iki biiyiik
kategoride gruplandirilir. cNOS tarafindan ¢ok kisa siirede iiretilen NO", az miktarda
olup daha ¢ok fizyolojik olaylarin devaminda rol oynarken, iNOS, ¢cNOS'a gore ¢cok
daha fazla miktarda NO'sentezleme yetenegine sahiptir. iNOS ekspresyonu konak
savunmasi i¢in oldukca 6nemlidir ¢iinkii NO™ mikroorganizmalar i¢in de toksik bir

maddedir (Sekil 6).

Inflamasyon

iNOS / T COX-II

NO

|

NO NO-donérleri PG'ler
TXA,

Sekil 6. Damar tonusunun ayarlanmasi, trombosit agregasyonu ve inflamatuar

olaylarin diizenlenmesinde nitrik oksit dogrudan ya da dolayli etkili olmaktadir

Nitrik  oksitin  flep modellerinde yasayabilirligi artirict  etkisinden
mikrovaskiiler yataktaki diiz kas hiicrelerini gevsetmesi sorumlu tutulur. Hayvan
modellerinde flep yasamasmi artirmaktirr (19-22). Aymi zamanda Vaskiiler
Endotelyal Biiyime Faktor (VEGF)ii artrarak da flep yasayabilirligini
artirabilmektedir (19). Fakat hipotansif etkinligi nedeniyle klinik kullanim smirlidir.
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NO kaynag1 olan L-Arginin de benzer etkinligi olan bir ajan olarak hayvanlarda cilt
flep modellerinde iskemik nekrozu azaltmaktadir (23,24).

Flep yasayabilirligini artirict etkinligi hayvan caligmalar1 ile gosterilmis bir
diger madde olan sildenafil, fosfodiesteraz inhibitdriidiir ve guanilat siklaz iizerinden
NO” i uyarir. NOden farkli olarak daha 6zgiin hedef hiicrelere etki eder ve NO”in

etkisini uzatir. Hipotansiyon etkisi daha smirhidir (25).

1.7.2.1. Angiogenez iizerinden uyarim:

Yeni damar olusumu siirecinde en Onemli faktoriin Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktor oldugu bilinmektedir. In vitro modellerde iskemik deri fleplerinin
yasayabilirligi ile yeni endotelyal hiicre olusumunun direkt iliskili oldugu ve bu
siregte VEGF’nin primer mediatér oldugu tespit edilmistir (26-28). Bu nedenle

parenteral ve topikal olarak flep damarlanma artis1 i¢in uygulanilmistir (19).

1.7.2.2. Bitkisel kaynakh maddelerin angiogenezdeki rolii:

Yiyecek  maddeleri  angiogenezi etkileyebilmektedirler.  Ornegin
hiperkolesterolemi VEGF sentezini artirmaktadir. Ayrica benzer caligmalarda da
izlendigi gibi zeytinyagmimn iceriginin %355-80’ini olusturan oleik asidin
proinflamatuar mediatorlerin (TNF ve IL-1) salmimini arttirarak fibroblastlarda
artmis inflamatuar reaksiyona neden oldugu gozlenmistir. Boylece proanjiojenik etki

ile damarlanmada artis izlenir (29, 30).

1.8. Yara lIyilesmesi

Yara, normal anatomik yap1 ve islevde ortaya ¢ikan bir bozukluk olarak
tanimlanabilir. Onarim, yaralanmaya kars1 doku biitiinliigiiniin yeniden saglanmasina
yonelik olarak viicuttaki tiim sistemlerde ortaya ¢ikan dogal yanittir. XX. ylizyilin
baglarinda  antibiotiklerin  bulunmasi, daha sonralar1 molekiiler bioloji,
immunhistokimya ve en son olarak da biyomiihendislik alanlarinda saglanan
gelismeler sayesinde yara iyilesmesinin metabolik, hiimoral ve hiicresel diizeyde
anlasilmasi kolaylagmistir. Yara iyilesmesi ardisik, birbiri ile baglantili, karmasik bir
biokimyasal ve hiicresel olaylarm biitiiniidiir. Sekiz boliimde degerlendirilebilir (31,

35).
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1.8.1. Doku hasan

Mikrovaskiiler diizeydedir ve yara i¢cine kanama meydana gelir. Zedelenmis
olan damarlar kan kaybimi azaltabilmek icin hizla biiziiserek pihtilasma kaskadini
baslatirlar (31). Kan, subendotelyal tabakaya temas ettiginde, trombositler bolgedeki
kollajene yapisarak tika¢ olustururlar. Bu olay, saniyeler icerisinde olusarak

kanamay1 durdurur ve primer hemostaz olarak isimlendirilir.

1.8.2. Pihtilasma

Sekonder hemostaz ile saglanilir. Trombositler pihtilasma faktdrlerini aktive
ederken trombin de trombositleri uyarir (31). Hageman faktorii kompleman ve kinin
sistemlerini uyarir. Ayrica membran hasar1 da arasidonik asit yolunu baglatir.
Boylece ortama salinan kemotaktik ve vazoaktif diizenleyiciler birka¢ dakika siiren
arterioler vazokonstriksiyona yol agar. Bunu aktif vazodilatasyon izler (32). intrinsik
ve ekstrinsik pihtilasma yollarmmm son {riinli olan fibrin, olusan tikaci
saglamlastirarak tam hemostazi saglar. Olusan piht1 trombositleri, kan hiicrelerini ve
plazma proteinlerini yakalar. Piht1 igerisinde hapsolan trombositlerin yogun olan
graniillerinden salgilanilan Adenozin Difosfat (ADP) agregasyonu kolaylastirirken,
seratonin, histamin ve bradikinin ile birlikte damar gecirgenligini artirir (33). Alfa
graniillerinden salinan ¢esitli biiyiime faktorleri (TGF-Beta, PDGF) ise inflamasyon

hiicrelerini kendilerine dogru ¢ekerler (34).

1.8.3. Erken inflamasyon

Komplemanm klasik yoldan aktivasyonu ile birlikte inflamasyon fazi baslar
ve yara 24-48 saat i¢inde granulositler tarafindan iggal edilir. Bu hiicreleri
kompleman {iriinlerinden C5a, bakteri kdkenli peptid iirtinleri ve TGF-beta yara
bolgesine ¢eker. Granulositler bitisik damar endotelyal hiicrelerine marjinasyon ile
tutunarak diapedez ile aktif olarak ilerlerler. Ana islevleri bakterileri ve yabanci

debrisi yaradan uzaklastirarak enfeksiyonu dnlemektir (34).

1.8.4. Gec Inflamasyon

Dolasimdaki monositler yara i¢ine girdikten sonra makrofaj sekline
dontislirler ve 48-72 saat icinde baskin hiicre grubunu olustururlar. Yara
iyilesmesindeki anahtar hiicrelerdir. Kompleman, pihtilasma bilesenleri, Ig G

fragmanlari, kollajen ve elastin yikim tirlinleri, sitokinler makrofajlar1 kendilerine
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cekerler. Makrofajlar, fagositozun yani sira biiylime faktorlerinin ve anjiogenetik
faktorlerin de primer kaynagidirlar. T lenfositleri bu asamada yaraya giren en son
hiicre grubudur. Interlokin -1, Ig G ve kompleman iiriinleri tarafindan yaraya
cekilirler (34). Salgiladiklar1 lenfokinlerden Interferon — gamma’nin endotel iizerinde
bagisiklik diizenleyici etkisi vardir. Cesitli lenfokinlerin fibroblast birikimi ve
kollajen sentezi lizerine hem uyarict hem de engelleyici etkileri vardir. Bu iki etki

arasinda hassas bir denge mevcuttur (35).

1.8.5. Fibroblast Gocii / Kollajen Sentezi

Fibroblastlar biiyiime faktorlerinin uyarilar1 ile ekstraselliiler matriks i¢inden
yaraya dogru gogederler. Pihtidaki fibrin, fibronektin ve kollajen liflerine yapisarak
cogalirlar. Fibronektin boyunca ilerleyerek yarayi caprazlarlar ve kollagen sentezi
icin bir ag olustururlar. Yedinci giinde yaradaki baskin hiicre grubunu olustururlar ve
bes ve yedinci glinlerde kollajen sentezlemeye baslarlar. Bu durum 2-3 haftaya kadar
dogrusal olarak artar. Yiiksek laktat diizeyi, yeterli oksijen diizeyi ve biiyiime

faktorlerinden 6zellikle de TGF — beta kollajen sentezini uyarir (35).

1.8.6. Angiogenezis

Yeni kan damarlariin olusumudur ve dordiincii giinde belirginlesir. Primer
uyaricist VEGF’dir. Erken donemde trombositlerce salgilanan transforme edici
biiylime faktor Beta (TGF — beta) ve trombosit kaynakli biiyiime faktor (PDGF) de
dolayli olarak anjiogenezi uyarir. Makrofajlar salgiladiklar1 TNF-alfa ve fibroblast
biiylime faktor (FGF) gibi maddelerle anjiogenezde de anahtar rol oynarlar. Tiim bu
biyomolekiiller mezotel ve endotel hiicreleri i¢in kemoatraktan etkinlige sahiptirler.
Endotel hiicreleri birkez ¢ogalinca yara ylizeyinde kapiller tomurcuklar olustururlar.
Doku plasminojen aktivatorii ve kollajenaz, kapiller tomurcuklardan kdken alir ve
hiicresel invazyonun ¢evredeki kotii vaskularizasyona sahip doku i¢ine ilerlemesini
saglarlar. Tomurcuklar halkalardan bir ag insa ederler. Bu yap1 diger halkalar1
birbirine baglar ve yeni bir kapiller yatak olusturur. Eritrositler ve plazma, yeni
mikrodamarlarda dolasmaya baslar (32, 33). Eriskin bir organizmada fizyolojik
anjiogenez menstruel sikliis sirasinda uterin epitelin yenilenmesinde, ovum ve korpus
luteum sekillenmesinde hatta spermatogenezde de gézlenmektedir (36, 37). VEGF ve

diger anjiojenik maddelerin iiretimi onarim kaskadlarinda epidermal ve internal
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yaralarla, kemik kiriklarinda O6nem gdstermektedir. Gegmisteki “yeni damar
olusumunun embriyolojik donemle smirli kaldigi goriisii” "niin aksine kemik iligi ve
periferik dolasimdaki kok hiicre veya endotelyal hiicre dnciillerinin etkisiyle Iskemik
dokularda neovaskiilarizasyonun olustugunu gosteren bircok calisma olmustur (38,

39).

1.8.7. Epitelizasyon

Epitel hiicrelerinin mitozu 48-72. saatlerde baslar. Epitelizasyonu diizenleyen
en giiclii bliytime faktorii epidermal biiylime faktor (EGF)’diir. Yara temiz ise, bazal
lamina saglamsa ve yara nemli tutulmussa epitelyal ortii hiz1 artar. Kismi kalinlikli
yaralarda dermisteki epidermal eklerden de ¢ogalma olurken, tam kath yaralarda
epitel yalnizca yara kenarlarindan ilerler. Epitel rejenerasyon basamaklari;

1. Bazal hiicrelerin mobilizasyonu

2. Hiicrelerin zedelenen alana goci

3. Go¢ eden hiicrelerin mitozu

4. Yara alanindaki bosluk dolup hiicreler birbirlerine temas edince go¢ ve
mitozun bitmesi, hiicresel farklilagmanin tamamlanmasi

Yeni olusan epitel higbir zaman normale donilisemez. Epitelyal hiicrelerin

yara lizerindeki hareketi 24 saatte birka¢ milimetredir.

1.8.8. Olgunlasma (remodeling) faz

Kollajen yapim ve yikimi ekstraselliiller matriks remodelingi ile birlikte
devam eder ve 21 giin sonra sabit bir dengeye ulasir. Kollajen yikimi fibroblastlar,
granulositler ve makrofajlarca salgilanan matriks metalloproteinazlar1 tarafindan
saglanilir. Bu enzimler TGF- beta tarafindan inhibe edilir. Kollajen miktari, ¢apraz
baglanma yogunlugu ve yapim-yikim arasindaki denge yaranmn giiciinii belirler.
Erken donem yara iyilesmesinde cogunlukla embriyonik tip III kollajen bulunurken,
yara olgunlastikca normal derideki gibi tip I kollajen miktar1 tip III kollajenin dort
katmma ¢ikar. Olgunlasma fazinin siiresini hastanin yasi, genetik yapisi, yaranin tipi,
viicuttaki yerlesimi ve inflamasyon periyodunun siiresi — yogunlugu gibi coklu
degiskenler belirler. Yara gerilme kuvveti hi¢cbir zaman eski haline benzemez. Deri

ve fasya ancak normal giicliniin %80’ ine ulasabilir.
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1.9.Yetersiz Yara lyilesmesi
Yara iyilesmesi bircok etken tarafindan belirlenir. Bu nedenle yara iyilesmesi

organizmanin biitiiniinden ayr1 olarak diisiiniilemez.

1.9.1. Diabet

Fagositoz ve iltihabi hiicre gociinde ortaya ¢ikan bozukluklar iyilesmeyi
bozarak infeksiyonlara yol agmaktadir. Ayrica fibroblast ve endotel hiicre ¢gogalmasi
ile epitelizasyonda bozukluklar, kollajen birikimi ve yara giiciinde azalma
goriilmektedir. Bundan hipergliseminin degil insiilin eksikliginin sorumlu oldugu
gosterilmistir. Noropati ve vaskuler sorunlar da iyilesmeyi kotii etkilemektedir (34).
Travma ve buna eslik eden beslenme bozukluklar1 katabolik ortam yaratarak
iyilesmeyi olumsuz etkiler. Bu hastalarda glukoneogenez ve erken hiperglisemi
geliserek negatif azot, potasyum ve fosfor dengesine neden olur. Ayrica serum
serbest yag asidi konsantrasyonunda artis ve ketozis; sodyum kloriir ve su tutulumu;
askorbik asit, tiamin, riboflavin, nikotinamid ve vitamin A diizeylerinde diisiis;

¢inko, bakir ve demir diizeylerinde eksiklik olusur (33).

1.9.2. Protein eksikligi
Inflamatuar faz, anjiogenez, matriks olusumu ve olgunlasmayr olumsuz
etkiler. Uzun siire intravendz beslenen hastalarda esansiyel yag asidi eksikliklerinin

de iyilesmeyi geciktirdigi gosterilmistir.

1.9.3. Vitamin A

Fibroplazi, kollajen ¢apraz baglanmasi ve epitelizasyonu uyarwr. Vitamin C
kollajen sentezinde lizin, prolinin hidroksilasyonunda kofaktordiir. Notrofil
siiperoksid yapimi ve bakterilerin yok edilmesinde gereklidir. Her ikisinin

eksikliginde de yara iyilesmesi bozulur (32).

1.9.4. Cinko
Protein sentezinden sorumlu RNA ve DNA polimerazi da igeren bir¢ok enzim
sisteminde kofaktordiir. Bakir ise kollajen liflerinin ¢apraz baglanmasimndan

sorumludur. Eksikliklerine seyrek olarak rastlanilabilir.
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1.9.5. iyonize radyasyon
Deri ve yara iyilesmesi lizerine zararli etkileri deneysel ve klinik olarak
gosterilmistir. Bu etki yiiksek enerjili elektronlarm DNA’y1 hasarlamasi sonucu

olusmaktadir. Hizl1 béliinen hiicreler en fazla etkilenirler.

1.9.6.Steroidler

Arasidonik asit {irlinlerinin salinimini ve makrofaj go¢iinii engelleyip, ndtrofil
ve lenfositik T hiicre islevini bozarak inflamasyon basamagini belirgin olarak etkiler.
Ayrica prokollajen sentezini engelleyerek yara kontraksiyonunu, epitelizasyon ve
angiogenezi geciktirir (40). Yapilan ¢alismalarda steroidlerin antianjiogenetik
etkinligi oldugu gosterilmistir. Vitamin A’nin bu etkileri tersine ¢evirdigi
gosterilmistir. Kronik olarak steroid kullanimi mevcut hastalarda dermislerinde

incelme ve kollajen miktarinda azalma gozlenilir (33).

1.9.7. Yas
Etkeninin de yara iyilesmesinde 6énemli oldugu gdsterilmistir. Iltihabi yanit da
yasla birlikte azalir. Iyilesme basamaklar1 ge¢ baslayip yavas seyreder ve higbir

zaman geng yas grubu diizeyine ulasamaz.

1.9.8. Iskemi

Granulasyon dokusu ve ekstraselliiler matriks sentezini ciddi sekilde bozar.
Yara iyilesmesi sirasinda oksijen gereksinimi normal dokuya gore ¢ok artmustir.
Nétrofillerin oksijene bagimli olmasi nedeniyle infeksiyonlara egilim artar. Iskemiye
yol acan etkenler arasinda ateroskleroz, diabet, vaskiilit, kronik iilserlerdeki asiri

fibrozis, agr anemi, bag dokusu hastaliklar1 ve radyasyon sayilabilir.

1.10. Serbest Oksijen Radikalleri ve Yara Iyilesmesi

Hipoksi, doku zedelenmesinin beklenilen bir sonucu olup onarim i¢in uyarici
bir etkendir. Ancak bu siirecte kritik bir molekiiler oksijen diizeyine gereksinim
vardr. Cilinkii yara hiicreleri kendilerine sunulan oksijeni daha fazla kullanarak
anjiogenez, kollajen yapimi, matriks birikimi ve epitelizasyonu hizlandirmaktadir
(31). Lokositlerin islevleri de oksijene bagimli olup ortaya reaktif oksijen

metabolitleri ¢cikar. Bunlar, oksijen radikalleri olarak adlandirilmiglar ve bazi iskemik
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inflamatuar olaylarla iliskilendirilmislerdir. Oksijen, iyilesmede olumlu etkilere
sahipken, metabolitleri de doku hasarina neden olabilirler (41, 42).

Molekiiler oksijen bir ‘diradikal’ olup dis yoriingesinde iki tane tek elektron
icerir. Elektron almak i¢in ‘termodinamik istekli’, kendiliginden oksidasyon
tepkimelerine katilmaya ise ‘kinetik olarak isteksiz’davrandigindan ¢cogu oksidasyon
tepkimesinde bir katalizore ihtiya¢ duyulmaktadir (43). Viicutta oksijen
rediiksiyonunun %98’1 mitokondri icerisindeki sitokrom oksidaz sistemiile katalize

edilmektedir. Bu rediiksiyon, dort elektron gerektirir ve ortaya su ¢ikar:
+
O,+4e¢+4H —-2H,0
Bu tetravalan rediiksiyonun tersine univalan oksijen rediiksiyonlarinda
oldukeca reaktif ve potansiyel olarak sitotoksik metabolitler ortaya ¢ikar:

O le 'Oz le+2H" /H202 le+2H" >H20+OH —le+2H" :HZO

2

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde c¢ift degil tek bir elektron igeren
molekiiller olarak tanmimlanabilir. Bu tek elektron oksidasyon ve rediiksiyon

potansiyeline sahiptir. Oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesiyle siiperoksid
radikali ( 02_ ); iki elektron eklenmesiyle hidrojen peroksit ( H>O; ); ii¢ elektron

eklenmesiyle ise oldukga reaktif olan hidroksil radikali (OH") olusur

Hidrojen peroksit tek elektron igermediginden bir radikal degildir. Ancak
hidroksil yapimi i¢in giiglii bir oksidandir. Siiperoksid radikali, hiicrelere molekiiler
diizeyde saldirarak dogrudan hidroksil gibi ikincil radikaller yaratir ya da iltihabi
yanit1 uyararak dolayli yoldan toksik olabilir. Oksijenin tetravalan rediiksiyonundan
kacan yaklasik %1-2’lik oksijen substrati univalan rediiksiyon ile metabolize edilir.
Ayrica radyasyon ve kimyasal hasar da diger potansiyel kaynaklardir (43).

Klinik olarak serbest oksijen radikallerinin olusumunda iki enzim sisteminin
onemli rolii vardir. Ksantin oksidazniikleik asit yikiminda rol oynar. Normal
dokularda ksantin dehidrogenaz olarak bulunur ve elektron alici olarak oksijen yerine
NAD" kullanir. Ancak bu durum, iskemi varhigda ksantin dehidrojenazin ksantin
oksidaza doniistiiriilmesi ile tersine doner. Ksantin ile iirik asidin yani sira siiperoksid
radikali ve hidrojen peroksit olusur. Notrofiller ve diger iltihabi hiicreler, NADPH’1

NAD"’a okside eden plasma membranina bagimli NADPH dehidrojenazenzim
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sistemini aktive edebilir. Sonucta ortaya siiperoksit radikalleri¢ikar. Bunlar iltihabi

yanitin hiicre i¢i 61diirme yeteneginin de 6nemli pargasidir.

1.10.1. Serbest oksijen radikaller ve doku hasari

Oksidanlar bir¢ok insan dokusunda ve yaslanma olgusunda rol oynamaktadir.
Doku onarim basamaklarinin tiimiinde oksidanlar onemli role sahiptir. Oksijen
radikalleri yara iyilesmesi i¢gin hem yararli hem da zararli olabilen inflamatuar
olaylar zincirini baglatabilir.

Prolin ve Lizin artiklarini nonenzimatik olarak hidroksile ederek kollajen
yapimini artirdiklar1 gosterilmistir. Bu durum, Retrolental Fibroplazi, Duputren ve
Peyronie hastaliklar1 ile Pulmoner Alveolit ve Vendz Staz iilserlerinde gosterilmistir
(16). Oksijen kokenli radikaller ekstraselliiler matriks ic¢ine salindiklarinda
Hyaluronik asit ve kollajenibozarak, fosfolipid membranindaki yag asitlerini
perokside edip hiicre zarlarini pargalayarak, lizozom ve mitokondri gibi organelleri
saran membranlar1 hasarlayarak ve Na'-K" ATPaz, Ca" ATPaz, glutamin sentetaz ve
alfa-1 proteinaz inhibitérii gibi dnemli protein sistemleri ile etkileserek hiicresel
hasar olustururlar (44). Hiperoksijenasyon sendromlari, iskemi reperflizyon
sendromlar1, paraquat, karbontetraklorit, kemoterapotik ajanlar ya da karsinojenlere
bagl olarak olusan kimyasal doku hasart; ilaglara bagl hemolitik anemiler, Vitamin
A-E eksiklikleri, yashlik serbest radikalleri artirarak Ozellikle hiicre ici organel
membranlarinda peroksidasyon ile hasar olusturur. inflamatuar hastahiklarda ise
siiperoksid dismutaz ve katalaz derisimlerinde azalma ile birlikte hiicredist
bilesenlerde hasar olusur. Bununla birlikte Trizomi 21, bazi1 psikiyatrik hastaliklar ve
enzim eksikliklerinde ise hiicre i¢i siiperoksid dismutaz miktarindaki artis ile birlikte
oksijen radikallerinin olusumunda azalma ve infeksiyona egilim gozlenilir (44).

Kronik yaralarda 6zellikle vendz bacak iilserlerinde, iskemi ve hipoksiye
baglh vendz iilserlesmelerde genellikle destruktif oksidanlar ve serbest oksijen
radikalleri dokular i¢in toksik etki gostermektedirler. Bu toksik etkileri sonucu da
doku nekrozu olusmaktadir. Ek olarak cilt kapillerlerinde sikisan beyaz hiicreler
vasitali serbest radikaller ile ve noétrofillere bagli damar tikanmalarinda serbest
radikallerin endotelyal hiicre hasarlar1 ile cilt iskemileri ve sonrasinda cilt 6liimleri
gergeklesmektedir (45). Shukla ve arkadaslar1 ise farkli serbest radikal

uzaklastiricilarinin varligini ve bununla birlikte enzimatik ve nonenzimatik olarak
20



cilt yaralanmasinin ardindan azaldigin1 gostermistir (46). Yanik yarasinda oksidanlar
mikrovaskuler permeabilite, hiicre lipid peroksidasyonu lokal ve sistemik
inflamasyonun baslatilmast ve devaminda interstisyel matriks ayrilmasinda
makrofajlarin fagositik gii¢lerinde azalma, hiicresel DNA da degisme ve arasidonik

asit metabolizmasinda etkili olurlar (47).

1.10.2.Koruyucu diizenekler

Oksidasyona kars1 biomembranlarin biitiinliigliniin korunmasi yasamsal 6nem
tagimaktadir. Siiperoksit Dismutaz, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve
oksijene indirger. Hidrojen peroksitte katalaz ya da glutatyon peroksidaz ile oksijen
ve suya indirgenir. Hidroksil radikali olusumu ise O, ve H,O, miktarlar
diizenlenerek ayarlanmaya calisilir. Vitamin Een temel lipitte ¢6ziinen, zincir kirici
antioksidandir. Biyolojik olarak en aktif formu Alfa-Tokoferoldiir. Vitamin Csuda
¢Oziinen ve daha ¢ok sitozolde yeralan zayif bir antioksidan olmasma karsin Vitamin
E ile bir araya geldiginde yikimini azaltarak bu maddeyi koruyucu etki
gostermektedir. Plazmada cok daha fazla bulunan iirik asitde vitamin C gibi
davranan antioksidanlardan birisidir. Bu li¢ madde plazmadaki toplam radikal
yakalama aktivitesinin % 50-70’inden sorumludur (15).Glutatyonun da Vitamin C ile
sinerjistik hareket ettigi gosterilmistir (16). Digerleri; Beta- Karoten, Dimetil
Stilfoksitve Seruloplazmin’dir. Bir ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinol da

iskemik dokularda radikal yapimini azaltmaktadir.

1.11.Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF), organin gelisim evresine ve
fizyolojik aktivitesine bagli olarak pek cok Onemli biyolojik aktiviteleri olan
multifonksiyonel bir molekiildiir. VEGF ilk defa karsinoma hiicrelerinden salgilanan
tiimorlerin asit sivist akimmi arttiran bir permeabilite faktorii olarak bulunmustur.
vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak isimlendirilmistir. Bundan kisa bir siire
sonra VEGF bir anjiojenik faktdor olarak izole edilmis ve endotel hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir. Bilinen en potent

anjiojenik sitokindir (48, 49).
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1.11.1. VEGEF Ailesi

VEGEF ailesinin, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F
veplasental biiylime faktorii (PLGF) olmak iizere 7 tiyesi vardir (47, 48). VEGF-
Apredominant formdur (48). Tim iiyeler homolog domain’ler icermektedir.
VEGF’nin kor bdlgesi sistin diigiim motifi bulundurur. Anti paralel p-tabakalar1
olarak organize olmus monomerler iki adet disiilfit bagi ile birleserek dimerik

yapidaki VEGF yi olusturur (Sekil 7) (50).

Disdlfit baglarn

Sekil 7. VEGF molekiiliiniin temsili gosterimi, (a) VEGF monomeri, (b) 2 disiilfit
bagi ile birlesmis VEGF dimeri.

VEGF-A geni 8 eksondan olusur ve degisik kombinasyonlarindan 121, 145,
148, 165, 183, 189 ve 206 aminoasitli yedi izoformu olusur. ilave bir VEGF-A
izoformu ise proteolitik yikim sonucunda 110 aminoasitten olusur. VEGF 165,
VEGF-A’nin en fazla bulunan izoformudur. VEGF-B’nin, 167 ve 186 aminoasitli iki
izoformu bulunur. VEGF-C ve -D 06nciil proproteinlerinden proteolitik olarak salmnir

(Sekil 8) (51).

22



VEGF-A,,
VEGF-A,,,
VEGF.A,,,
VEGF A,
VEGF-A,,,
VEGF-A,,,
VEGF-A,,,
VEGF-A,,,

VEGF-B,,,
veorc 7/ N S Y
vEGR.D 7 A

Sekil 8. VEGF-A, -B, -C ve —-D’nin gen yapisi.

1.11.2.VEGF Reseptorleri ve Koreseptorleri

VEGF’iin biyoaktivitesi spesifik reseptorlerine ve koreseptorlerlerine
baglanmasi ile olusur. Bu reseptor ve koreseptorler, vaskiiler ve lenf damar1 endotel
hiicrelerinde, monosit ve makrofajlarda, hematopoetik kok hiicrelerde, epitelyal
hiicrelerde, fibroblastlarda, diiz kas hiicrelerinde ve myojenik prekiirsor hiicrelerde
bulunur (48).

Ug farkli vaskiiler endoteliyal bilyiime faktorii reseptorii (VEGFR)
tanimlanmistir;

VEGFR-1 (fms like tirozin kinaz-1; flt-1),

VEGFR-2 (kinaz domain region KDR;flk-1),

VEGFR-3 (flt-4).

Bunlarin disinda néropilin 1 ve 2 ve heparan siilfat da VEGF
baglayabilmektedir. = VEGFR’leri  yedi adet immiinoglobulin  benzeri
domain’esahiptirler; tek bir transmembran bolgeleri vardir (51, 52) (Sekil 9).
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Sekil 9. VEGF ailesinin reseptorleri ile etkilesimi. (A) VEGF’ler vereseptorleri, (B)
VEGFR-1 ve -2. VEGF-A aktivitesini asil olarak VEGFR-1 ve -2 iizerinden gosterir.

VEGFR’ler1 tirozin kinaz aktivitesi sergilerler. VEGF’ nin baglanmasi ile
aktive olurlar. Heparan siilfat proteoglikanlar ve norofilin koreseptorlerin tirozin
kinaz aktiviteleri yoktur fakat tirozin kinaza baglanmayi modifiye ederler veya
seliiler cevap sinyali olusturmak i¢in direk olarak VEGF’1 baglarlar (48).

VEGFR-1 ve -2 tiim yetigkin vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunur
(52).VEGFR-1 reseptorii monositler ve nétrofiller iizerinde de bulunur. Bu da
buhiicrelerin VEGF’iin kemoatraktan cevabina katkida bulunmasini saglar (53).

Reseptor fosforilasyonunun ligand spesifik yapisina bagl olarak VEGF-A,
VEGF-B ve PLGF, VEGFR-1’e baglanir ve ligand bagiml sinyalleri tetikleyerek
damar gelisimi diizenlenir. VEGF-A ve PLGF, aktivitesine bagh olarak, inflamatuar
anjiogenezi yonetir (48).

VEGFR-2’nin ligandi VEGF-A’dwr. Bu etkilesim anjiogenez i¢in 6nemlidir,
endotel hiicre proliferasyonu, tomurcuklanmasi, migrasyonu ve tiip formasyonunda

rol oynar.
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VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR-3’e¢ baglanir ve esasen lenfanjiogeneze
katilirlar. Norofilin koreseptorleri (Np-1 ve Np-2)’nin ndronal hiicre korunmasi,

akson biiylimesi gibi olaylarda fonksiyonu vardir (48).

1.11.3. VEGF Salinimi

VEGF makrofaj, mastosit, fibroblast, keratinosit ve diiz kas hiicresi gibi pek
cok hiicreden salgilanir. Endotel hiicreleri VEGF iiretmez ancak tizerlerinde VEGF
icin reseptor tasirlar (54, 55).

VEGF salinimma etkili faktorler hipoksi, inflamatuar sitokinler, reaktif
oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlardir. VEGF, PLGF, VEGFR-1 ve VGFR-
2 arasinda dogru bir denge yoklugunda kontrol edilemeyen inflamatuar anjiogenez
olusur. Bu da psorisis, RA, ateroskleroz, diabetik retinopati, makiiler dejenerasyon,
prematiir retinopatisi ve timor gelisimi gibi patolojik durumlara yol acabilir. Bu tip

hiperpermeable kapiller yapilar anormal ve zayiftir (48, 56).

1.11.4. Hipoksi

Hipoksi anjiogenez igin potent bir stimilatdrdiir. Ozellikle en dnemli aktivator
olan VEGF’1 stimiile eder. VEGF, baslica sinovyal intimadan 6zellikle de hipoksik
kiiltiirlerde fibroblast like sinovyositlerden iiretilir. [lave olarak hipoksik stimiilasyon
sonucu RA sinovyumundan pek ¢ok sitokin eksprese edilir. IL-8, fibroblast biiylime
faktorii, TNF-a gibi. Bunlar da kan damari1 proliferasyonunu arttirr. Diger
anjiogenez faktorleri soluble E selektin, soluble VCAM (Vaskiiler Hiicre Adezyon
Molekiilit) RA’da tiretilir. Ve anjiogenezin baslamasina katkida bulunurlar. Ayni
zamandaplatelet faktor 4 ve trombospondin gibi antianjiogenetik faktorler de
RAsinovyumunda salgilanir. Sinovyumda damar proliferasyonu proanjiogenik
faktorler ile iliskilidir (57).

Hipoksi’ye cevapta, hipoksi inducible transkripsiyon faktor (HIF)’leri sinyal
iletiminde  gorev  alwr. HIF’lerin uyarilmasi, proanjiogenik  faktorlerin
upregiilasyonuna neden olur. Boylece yeni damarlar olusur ve oksijen ve besinler
saglanir. HIF’ler HIF-1 ve HIF-2, oksijene duyarli, oksijen dagilimmi ve oksijen
mahrumiyetinde hiicresel adaptasyonu kolaylastiran transkripsiyon faktorleridir. HIF,
oksijene duyarli bir a-subiinitesinden (HIF-a) ve yapisal olarak eksprese olan 3

subiinitesinden (HIF-B) olusan heterodimerik bir molekiildiir. Enerji metabolizmas1
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anjiogenez, eritropoez, hiicre proliferasyonu ve apopitosis ile 1ilgili genlerin
ekspresyonunu diizenler. Hiicreler hipoksiye maruz kaldiginda, HIF-a stabilize olur
ve niikleus i¢inde HIF-B ile birleserek aktif HIF’I olusturur (51, 52) (Sekil 10).
HIF-1a, spesifik arttirict elementlerle baglanarak gen transkripsiyonunu
arttirir. Hipoksi, HIF-1a’in VEGF-A gen promotor bolgesindeki Hipoksi Responsiv
Elemente (HRE) baglanmasini indiikleyerek VEGF-A’nm transkripsiyonunu arttirir

(58).
@ 0

HIPOKSI +

HIF1a HIF1B, m

Ubikinasyon ve
HIF1a’'nin ayrniimasi

Hipoksi ile regile olan
genler aktive olur.

Sekil 10. VEGF gen ekspresyonunun diizenlenmesi.

1.12. CD34

Insan CD34 molekiilii, 110 kd’lik tek =zincirli agir glikozile tip I
transmembran hiicre yiizey glikoproteinidir (59, 60). CD34 geni 1q32 no’lu
kromozom {lizerinde, ¢esitli matriks adezyon molekiilleri, hematopoetik ve regiilator
sinyal molakiilleri iceren bir bolgede yerlesmistir (59).

CD34 molekiiliiniin fonksiyonu halen net olarak bilinmemekle birlikte hiicre
adezyonunda rol oynadigi diistiniilmektedir (59, 60). Glikozile CD34, lektinler i¢in
ligand olusturmaktadir. Ornegin CD 34, kok hiicrelerin kemik iligi ekstraselliiler
matriksine ya da direkt stromal hiicrelere tutunmasini saglar. Insan CD34’iine

homolog fare CD34’iinilin L-selektin i¢in ligand fonksiyonu gordiigli gosterilmistir.
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Anti CD34 monoklonal antikorlari, se¢ici olarak hematopoetik 6ncii hiicreler,
vaskiiler endotel ve bazi fibroblastlarca eksprese edilir (59-61).

CD34, hemanjiyom, epiteloid hemanjioendoteliyom, hemanjioperisitom,
Kaposi sarkomu, lenfanjiyom, alveoler yumusak doku sarkomu, pre-B ALL, AML,
AML-M7, liposarkom, malign fibroz histiyositom, periferik sinir kilifi tiimorleri,
soliter fibroz tiimdr, GIST gibi birgok tiimdrde pozitiflik gostermekle birlikte
ozellikle DFSP olgularinda tani ve ayirict tanida oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir

(60-62).

1.13. Ozon

Ozon (O3) ¢embersel ii¢ oksijen atomundan olusan, kararsiz, depolanamayan,
cok acik mavi renkli, keskin kokulu ve havadan daha agir bir gazdir. Oksijenden 1, 6
kat daha yogun ve 10 kez daha fazla suda coziiniir olan bu gazin yarilanma omri
20°C’de 40 dakikadir (63). Adi Yunanca “koku yayan” anlamina gelen “ozein”
kelimesinden tliremistir. Oksidan ajanlar arasinda florin ve persulfattan sonra ii¢lincii
en kuvvetli oksidan olanidir.

Atmosferdeki ozonun %90’1na yakini, yer yuzeyinden yaklasik 20-50 km
yuksekte bulunan stratosfer tabakasi icinde yer alir. Geri kalan %10’luk ozon miktar1
ise 10-15 km’ler arasindaki troposfer tabakasi i¢inde bulunmaktadir (64).0zonun
stratosferdeki varlig1 giinesten gelen ultraviyole B ve C 1smlarmi engelledigi i¢in
hayati iken, yasadigimiz hava katmani olan troposferde bulunmasi solunum yollar1
icin c¢ok tehlikelidir ve hava kirliligi olarak kabul edilir (65). Ozon gazi canlilar i¢in
toksiktir. Antioksidan kapasiteleri ¢ok diisiik oldugundan akciger ve gozler ozonun
toksik etkisine en hassas organlardir. Zarar ozon gazinin ortamdaki konsantrasyonu
(milyondaki partikiil sayis1), ortamdaki sicaklik, nem (ozon nemli ortamda daha
aktiftir) ve maruziyet siiresine gore degisir (66). Direkt maruziyette ciddi saglik
sorunlarna yol acabilen ozon, atmosferdeki bir nevi radyasyon kalkanlig1 yaninda
uzun siiredir gida ve sterilizasyonendiistrisinde ve veterinerlik alanlarinda insanligin
hizmetindedir. Bu u¢ noktalardaki davranigi nedeniyle 1935°te Justus von Liebig

daha sonra Bocci tarafindan Roma tanris1 Janus’a benzetilmistir (67).
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1.13.1.T1ibbi Ozon Nedir?

Tipta kullanilan ozon ozel jeneratorlerde saf oksijenin yiiksek voltaj farkindan
gecmesi sonucu elde edilir. Jeneratdrden ¢ikan bu gazin sadece %3 ile %5°1 ozondan
olugsmaktadir, geriye kalan kisim ise oksijenden ibarettir (68). Ozonu tipta
kullanabilmemiz i¢in ozon cihazlarmin ozon iireten kisimlarmin c¢elik (V4A
kalitesinde), 6zel olarak anodlanmig aliiminyum, seramik, cam ya da teflon (PTFE)
gibi reaksiyona girmeyen maddelerden yapilmasi gerekirken, ozon vermek icin
kullanilan donanimlarin ise cam, polietilen, polipropilen veya teflon olmasi
onerilmektedir (63, 65). Ozon iiretiminde normal hava kullanildig: takdirde i¢indeki
yiiksek azot orani nedeniyle toksik N>O, mitrojen dioksit) ortaya ¢ikar, bu nedenle
onerilmez.

Ozon konsantrasyonu fotometre ile Olclilir. Bunun i¢cin mor oOtesi dalga
boyuna yakmn 254 nm bandi kullanilir. Ozon terapide genellikle “gama” birimi

kullanilir. Bu 1 mL ozon/oksijen karisiminda 1 ug ozon demektir (68).

1.13.2.0zon Tedavisinin Tarihcesi

Ozon gazint Alman kimyaci Christian Friedrich Schonbein 1839 yilinda
kesfetmistir. Ozonun tipta kullaniminm I. Diinya Savasi sirasinda A. Wolff (1915)
tarafindan baglatildigr bilinmektedir. Payr 1935’te ilk kez sonuclarmi bilim
diinyasma sunmustur. Tipta kullanilan ilk ozon jeneratorii Doktor Joachim Hansler
tarafindan 1958’de tasarlanmistir. Klinikte rutin kullanima da H. Wolff tarafindan
1960’larin sonlarma dogru sokulmustur. Ozon terapi Rokitansky (1977) ve
Werkmeister’in (1981) kronik yaralarin tedavisinde ozonu kullanmaya bagslamasi ile
yeni bir ivme kazanmistir. Giiniimiizde ise bu alanda Italyan fizyolog Bocci dikkati

cekmektedir (64, 69).

1.13.3.0zonun Etki Mekanizmasi
Ozonun etki mekanizmasini kimyasal ve klinik olmak tizere iki ayr1 diizlemde

incelemekte yarar vardir.

1.13.3.1.0rganik Ortamlarda Ozon Kimyasi
Ozon gazi kuru ortamda etki gostermez. Su, plazma, lenf, serum, ya da

idrarda eriyen ozon, reaksiyona girecek bir biyomolekiil buldugunda bu molekiilii
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oksitlerken ayni1 zamanda ortama da oldukga reaktif oksijen verir. Bu olay basitce
asagidaki gibi 6zetlenebilir:

O3 + biyomolekiil -0, + O

Ozon tercih swasma gore ilk olarak coklu doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girer, bunu askorbik asit, iirik asit gibi antioksidanlar, sistein gibi —SH
gruplar1 iceren tiyol bilesikleri, rediikte glutatyon (GSH) ve albumin izler.
Konsantrasyona bagli olarak ozon karbonhidratlarla, enzimlerle, RNA ve DNA ile de
reaksiyona girebilir. Tiim bu biyomolekiiller elektron alicis1 olarak rol oynarlar.
Ugana reaksiyon su sekilde formiilize edilebilir:

R-CH=CH-R’ + O3 + H,O - R-CH=0 + R'-CH=0 + H,0,

Burada 1 nolu komponent PUFA, 2 ve 3 no’lu komponentler ise okside olmus
yag asitleridirler (lipid oxidation product -LOP). Bu reaksiyondan ortaya c¢ikan
hidrojen peroksit (H,O;) baslica reaktif oksijen tiirevidir (reactive oxygen species -
ROS) (70).

Ozonun yaglarla olan reaksiyonunda her zaman karbon atomlar1 arasindaki
cift baglar etkilenirken, proteinlerde ¢oklu amino asit igeren islevsel yan zincir
baglar1 etkilenir (71, 72). Oksijen radikali olarak kabul edemeyecegimiz H,O,
aslinda ikincil haberci olarak pekcok biyolojik ve tedavi edici etkilere araci olur (73,
74).

Sonugta radikaller (ROS) ve aldehidler (LOP) kendiliginden toksik ajanlardir.

Peki bunlar1 ortaya ¢ikartan ozon terapi sirasinda ne olmaktadir?

1.13.3.2. Klinik Uygulamalarda Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozonun viicuda verilen “kontrollii” oksidatif stres oldugunu sdyleyebiliriz
(68). Ozonun etki mekanizmas1 uygulama bi¢cimine gore degisiklik gosterir.

Bugiin en sik kullanilan ozon terapi yontemi hastanin kendi kaninin belirli
konsantrasyonlarda ozona maruz birakildiktan sonra geri verilmesidir. Ozon gazi
hemen plazmada erir ve kan hiicrelerinin zarlarindaki doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girip onlar1 oksitlerken ayn1 zamanda da basta hidrojen peroksit olmak
iizere pek ¢cok ROS meydana gelir. ROS plazmada asir1 derecede hizli olusur ve
ortamdaki antioksidan kapasite %5-25 kadar azalir (75). Ancak bu etki gegicidir ve
15-20 dakika icerisinde bir toparlanma olur (76). Bu arada bir miktar H,O, hiicre

icine girmis ve bircok metabolik reaksiyonu tetiklemeye baslamistir. Hiicre icine
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giren H,O, hemen antioksidanlar tarafindan nétralize edilir, yle ki hiicre ici peroksit
konsantrasyonu plazma konsantrasyonunun %10’undan yiiksek olamaz (77). Buraya
kadar anlatilan reaksiyon siklikla kan viicuda geri verilmedenonce olup bitmistir.
ROS ¢ok stabil degildir ve viicuda verilmeden dnce bozulmaya baslamistir.
LOP daha kararlidir, ancak o da kana verildiginde hemen seyrelmeye maruz kalir,
ayn1 zamanda da safra ve idrarla bir kismi disariya atilir.Geri kalanlar ise GSH-
transferaz (GSH-Tr) ve aldehid dehidrogenaz (ALDH) sistemleri ile metabolize
edilir.Geriye kalan mikromolar konsantrasyondaki bu maddeler viicutta devam eden
bir oksidatif stresin haberci molekulleri olarak viicuda yayilir (78).Bunun sonucunda
viicuttaki stiperoksit dismutaz (SOD), GSH-peroksidaz (GSH-Px), GSH-rediiktaz
(GSH-Rd) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin {liretimi artar. Ayrica LOP
oksidatif stres proteinlerini de indiikler. Hem-oksijenaz 1 (HO-I) bunlardan birisidir
(79). Bocci ozon tedavisini yukarida belirtilen fizyolojik ve biyokimyasal tepkimeler
nedeniyle “tedavi edici sok” olarak isimlendirmektedir (65).Her ne kadar ozon

dezenfektan etkisi yiiksek bir ajan olsa da ozonun in vivo bdyle bir etkisi yoktur.

1.13.3.3. Ozonun Hiicre Seviyesindeki Etkileri

Daha 6nce de belirtildigi gibi ozonun bizzat kendisinin biyolojik bir etkisi s6z
konusu degildir. Ortaya ¢ikan ROS ve LOP larin pek c¢ok etkisinden bahsedilse de
cogu spekiilasyonniteligindedir. Asagida literatiirde nispeten giivenilir ¢aligmalar

sonucunda elde edilen bilgiler 6zetlenmistir.

1.13.3.2.1. Kemik iligi
Ozon— kan— LOP— kemik iligi— matriks metalloproteinaz saliniminda
artma (ozellikle MM9) — kok hiicrelerinin kemik iliginden ayrilmasi (80). Bu

mekanizma heniiz tam olarak kanitlanmamastir.

1.13.3.2.2.Alyuvar

Ozon— kan— H;0,— alyuvar— hiicre ici glutatyon/glutatyon disiilfid
(GSH/GSSG) oraninda azalma— rediikte nikotinamid adenine dinukleotid fosfat/
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH/NADP) oraninda azalma—Glukoz 6
fosfat dehidrogenaz (G-6PD) seviyesinde yiikkselme — pentoz fosfat yolagi

aktivitesinde artma— glikolizde artma— ATP miktarinda artma (80).
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Ozon —» kan — H;0, — alyuvar — hiicre i¢i pH’da diisme ve 2, 3
difosfogliserid (2, 3DPG) miktarinda artma — oksijen ayrilma egrisinin saga

kaymas1 — dokulara oksijen verilmesinde artma (81).

1.13.3.2.3. Endotel hiicreler
Ozon— kan — LOP— endotel hiicresi— nitrik oksit (NO) ve karbon
monoksit  (CO) salmiminda artma ve plazma S-nitrozothiyoller ve S-

nitrozohemoglobin seviyesinde artma— vazodilatasyon (82, 83).

1.13.3.2.4. Platelet

Ozon— kan — H,0, — platelet— agregasyonda artma (84).

Bunun tam tersini iddia eden ¢alismalar da var. Hemodializ hastalarma 50
gamadan haftada 3 kez major otohemoterapi (MOH) uygulanan bir ¢alismada
platelet agregasyonunda kontrol gruba gore hicbir fark bulunamamistir (85). Bu
calismada sitrath antikoagulan kullanimini tavsiye ediliyor. Bilindigi gibi ortamda
bulunan kalsiyum agregasyonu tetikleyebiliyor.

Ozon — kan — H,0, — platelet — growth faktor iiretiminde artma (84).

1.13.3.2.5. Bagisiklik hucreleri
Ozon > kan> H,0,> bagisiklik hiicreleri=> akut faz reaktanlari,
interlokinler, sitokinlerde artma. Ancak bu artis doz ile orantili degildir, yaklagik

40pg/ml’den sonra belirgin bir artis goriilmez (81, 86, 87).

1.13.4. Ozon Viicuda Verilme Yollari

Solunum yolu hari¢ tiim yollardan verilebilir (65). Bunlardan baglicalart:

1.13.4.1. Major otohemoterapi (MOH)

Hastadan 200-270 mL ye kadar kan alinir ve uygun doz ozon gazi kanin
bulundugu kabin icine verilerek kanla 5-10 dakika kadar temas etmesine izin verilir,
takiben 15 dakika igerisinde ozonlanmis kan damardan geri verilir. Bir merkez MOH
da her mL kana 15pg ile 80 pgL arasinda ozon miktar1 verilmesinin giivenli tedavi
penceresi igerisinde oldugunu kabul etmekteyken (88), bir baska merkez ise giivenlik
sinirm1 her mL kan icin 10-40 pg Onerebilmektedir (63). Kana verilen ozon plazma
tarafindan tamponlanir, diger bir deyisle olas1 zararli etkileri azaltilir. Plazma
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olmadig1 durumlarda, alyuvarlar serum fizyolojik i¢indeyken, ozonla temas hemoliz
oran1 %10’a kadar ¢ikarabilir (89). Oysa bu oran ayn1 konsantrasyon ozonda normal
kanda %0, 5’ten fazla degildir (81, 90). Konsantrasyon 200 pg/mL ye ¢ikarildiginda
ise hiicrelerin %7’sinde hemoliz goriiliir (67).

Ozonun antioksidan etki gostermeye basladigi esik miktar 15-20 pg/mL
olarak rapor edilmistir (67). Bu miktarin altindaki konsantrasyonlarda kanda hazir
bulunan antioksidan mekanizma ile etkisini gosteremeden ROS’lar nétralize olur
(91). Ozon tedavisine yeni baglayanlar i¢in en yararh ilke diisiik dozdan baslayip ¢ok
yavas bir sekilde dozu yiikseltmektir. Somuta indirgenecek olursa 15 ug/mL den
baslayip yavas yavas 40 pg/mL ye kadar ¢ikmak olarak ifade edilebilir.

Normalde haftada 2 kez ozon tedavisi uygulanir ancak her giin, hatta giinde 3
kez yapildig1 ve bir sorun olmadig1 da bildirilmistir (65).

Ozellikle yasl ve durumu iyi olmayan hastalarda ozonlanacak hacim 300mL

iizerine ¢ikmamalidir.

1.13.4.2. Minér otohemoterapi (MiH)

5 mL kan alinir, esit hacimde ozonla karistirilir, kdpiik de dahil olmak uzere
hemen gluteal bolgeye intramuskular olarak verilir. Kan enjeksiyon sahasinda
pihtilagir. Olusan lokal inflamasyonla ¢evreye mediatér salinimi gerceklestigi

sOylense de heniiz bunlar birer hipotez seviyesinde kalmaktadir (65).

1.13.4.3. Lokal tedaviler

[.Dunya savasi sirasinda ozon/oksijen gaz karigimi yaralarin dezenfektasyonu
ve kokunun giderilmesinde kullanilmistir. Gliniimiizde ise gaz karisimm yaninda
ozonlanmig damitik su ve ozonlanmis yag ve kremler (ozonidler) de ¢esitli formlarda
kullanilmaktadir. Bu tabakalardaki sivi ortamla karsilastigr an ozon yukarida basitce
belirtilen reaksiyondanda anlasilacagi gibi bir saniyeden kisa bir stirede oksijen ve
oksijen radikaline doniisecektir. Yiizeyel ozon tedavisi kutanoz iilserler ve yaralar,

yaniklar ve lokal ylizeyel enfeksiyonlarda kullanilmaktadir.

1.13.4.4.0zonlu su
Burada onemli olan distile su kullanmaktir. Serum fizyolojik kullandiginda
olusan reaksiyonlar sonucunda hipoklorik asit olusabilir. 20 °C’de, en 1y1 kosullarda

dahi saglayabilecek maksimum ozon satiirasyonu 18-20 pg ozon/ml suyu gegemez,
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bu nedenle ozonlu su tedavisinde doz asimi1 diye bir sey so6z konusu olamaz. Ozonun
oda sicakliginda su icindeki yarilanma siiresi 10 saattir. Bu siire kapali kapta ve
buzdolabr icerisinde 5 giine kadar uzar. Ozonlu su baslica dezenfektan olarak, agriy1
azaltict olarak, antienflamatuvar etkileri icin, ayrica akut ve kronik yaralarda

tyilesmeyi hizlandirict amaglarla kullanilmaktadir (63).

1.13.4.5. Peroksidik yaglar:

Icinden ozon gecirilen bitkisel (zeytin) yagda peroksitler ve ozonoidler
olusur. Bu uygulamanin gerek yaniklarda gerekse diger yaralarda iyilesmeyi %40
oranmna kadar hizlandirdig1 rapor edilmistir (92).Yapilan bir caliyjmada domuzlarda
olusturulan akut kutandz yara iyilesmesinde topikal uygulanan ozonlanmis yagm,
kontrol gruplarina gore belirgin bir fark yarattig: tespit edilmistir. Ayrica trombosit
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici biiylime faktori-f (TGF-B) ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) seviyelerinde anlamli artislar
saptanmistir (93). Ozon stratum korneumda lipid ve protein oksidasyon iriinlerinin
olusumunu arttirir. Ozonun kiitandz dokular iizerindeki etkisini degerlendirmek icin
tiiysiiz farelere alt1 giin boyunca giinliik 6 saat 0.8 pg dozunda ozon uygulanmaistir.
Proinflamatuar bir gdsterge olan siklooksijenaz-2 seviyesinde artma saptanmistir. Bu
artiy ozonun deri inflamasyonunda rol oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica 1s1
sok proteini 32 (HSP) diizeyinde artis ozon kaynakli stresin hassas gostergesidir.
Ozona en fazla ve en erken cevap veren HSP 27°dir. HSP’leri hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve inflamatuar cevapta rol oynadigi i¢in ozon aracili HSP indiiksiyonu
normal deri fizyolojisini etkileyebilir. Ustelik ozon uygulandiktan sonra
metalloproteinaz-9 seviyesinde artis saptanmistir. Metalloproteinazlar bazal
membranin degradasyonu ile iligkilidir; yara iyilesmesi ve tiimor gelisiminde 6nemli
rol oynarlar (94).

Ozon ayni zamanda hiicre farklilasmasii da etkileyebilir. Deri dokusunda
ozondan sonra keratin 10 iiretiminde artis saptanmistir. Keratin 10 iyi diferansiye
suprabazal keratinositlerde iiretilen bir keratindir. Ozon kaynakli keratin 10 artisi;
ozonun keratinosit proliferasyonu ve diferansiyasyonu uyardigi gosterir. Ozon
etkilerini, transkripsiyon faktorii NFkB’nin aktivasyonunu indiikleyerek yapar. NF-
kB aracili reaksiyonlar; viral replikasyon, otoimmiin hastaliklar, tiimorgenez,

apopitozis ve inflamatuar cevapta rol oynarlar. Bu bulgular ozonun sayisiz
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proinflammatuar ve inflammatuar siiregte etkin oldugunun gostergesidir (95, 96).
Kararsiz yapisia ragmen, ozon molekiilii zeytin yag1 gibi bir doymamis yag asidinin
cift baglar1 arasinda ozonid olarak stabilize edilebilir. Sonu¢ olarak ozonlanmis
zeytin yag1 4° C’de 2 yil stabil kalabilir. Boyle bir {iriin topikal kullanim i¢in idealdir.
Ozonlanmis yag simdilerde topikal olarak savas yaralari, anaerobik infeksiyonlar,
Herpes infeksiyonlar (tip I ve II), trofik iilserler, radyodermatit, yanik, seliilit, abse,
anal fissiir, dekubitiis tlseri, fistlil, fungal hastaliklar, furonkiilozis, gingivit ve
vulvovaginit tedavisinde kullanilabilir. Yukaridaki saydiklarimiza ilaveten anekdotal
verilere dayanarak asagidaki dermatolojik hastaliklarda topikal ozon tedavisi
uygulanabir veya denenebilir: Ekzemalar, psoriasis vulgaris, liken planus,
norodermatit, iyilesmeyen yaralar, bakteriyel infeksiyonlar, zona, aft, akne, ulkus

kruris, verrukalar, sacli deri hastaliklar1 ve hematom sayilabilir (95, 97).

1.13.4.6. Ozon/oksijen gaz karisim

Herseyden 6nce boyle bir tedavi icin yara alanin islak olmasi gereklidir.
Tedavi uygulanacak alan gaz ka¢cmayacak sekilde bir torba icine alinir ve
ozon/oksijen gaz karistmi ile doldurulur. Bu yontemde en kritik kisim tedavi
stiresinin bitiminde ozonun geri alinip cihaz tarafindan oksijen ve suya bozunmasimni

saglamaktir.

1.13.4.7. Viicut bosluklarina ozon verme

Bu yontem damar sorunu olan hastalarda ya da cocuklarda rektal gaz verme
ve vajinal enfeksiyonlarda direk vajinanin i¢ine ozon gazi verme seklinde uygulanar.
Yetigkinlerde 10-25 pg ozon/ml oksijen-ozon karisimi, 150-300 ml hacminde;
cocuklarda ise 10-20 pg/ml ozon/ml oksijen-ozon karisimi 10-30 ml hacminde rektal
tiip vasitasi ile yavasca verilir. Burada da tedavi bitiminde ozon gazi kontrollu olarak
ortamdan uzaklastirilmalidir.

1.13.4.8. Ozon gaz1 enjeksiyonu:
Kas agrilar1 gibi durumlarda ya da belirli bolgelerdeki yaglarmn eritilmesi amaciyla

gaz direkt doku i¢ine enjekte edilir.
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1.13.5.0zonoterapinin Klinik Uygulamalan

Ozonoterapi pek cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 1).
Asagida ozonun kullanim alanlarmin bir kismi tartisilacaktir. Dikkati ¢eken nokta
ozon tedavisinin li¢lincli diinya lilkelerinde ve eski demirperde ilkelerinde daha
radikal ve cesaretle kullaniliyorken, Avrupa’da ¢ok daha temkinli bir yaklasim
oldugu, Amerika ve Kanada da ise tamamen yasak oldugudur. Asagidaki bilgiler
degerlendirilirkenisaret edilen yayinin yapildigi merkezin de dikkate alinmasi tavsiye
edilir. Diger bir konu ise klinik caligmalarinin cogunun yonteminin heniiz bilimsel
olarak tatmin edici olmaktan uzak olmasidir. Ozon, baslica yara ve yanik bakiminda

kullanilabilir.

Tablo 1. Ozon Tedavisinin Kullanildig:1 Alanlar

Viral hastaliklar Makiilar dejenerasyon

Kronik yaralar Kas-iskelet sistemi agrilar1 ve hastaliklari
Inflamatuvar barsak hastaliklar: Dis hekimligi ve stomatoloji

Yaniklar Baz1 solunum sistemi patolojileri

Mantar hastaliklar Dejeneratif hastaliklar (bunama gibi)
Kronik yorgunluk sendromu Bagisiklik sistemi hastaliklar1

Kanserde yardimci tedavi olarak Lokal yag birikmesi/seliilit

1.13.5.1.Yara iyilesmesi ve kronik yaralar:

MIH’nin tendon ve ligaman proliferatif rejenerasyonunu sagladigini ve klinik
uygulamalarin ¢ok 1yi sonu¢ verdigini sdyleyen yazilar mevcuttur (98, 99). Ancak
bunlarin sonuglarina giivenmek oldukca zor goriinmektedir.

Atesli silah yaralanmasina maruz kalan ve deri grefti konulan hastalarda ozon
gaz1 uygulamasi ile greft basarisinin %40’tan %75’e ciktig1 rapor edilmistir (100).
Bir baska caligmada ise 200 kronik yarali hastanin 187’sinin ozon tedavisi sonucunda
belirgin iyilesme gosterdigi bildirilmistir (99).Ote yandan hava kirliligi sonucu
atmosferdekiytiiksek orandaki ozonun yara iyilsemesini ters yonde etkiledigi hayvan
modelinde gosterilmistir (101, 102). Saglikli bireyler iizerinde yapilan ¢alismada
ozonun TNFpu, IFN-y ve IL-2 ve diger interlokin seviyelerini belirgin bir sekilde
yiikselttigi gosterilmistir (90, 103). Tiim bunlar olurken nétrofil fonksiyonlarinin

bozulmadigisaptanmistir (104).
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Ozon terapinin radyoterapi sonrasi olusan cilt reaksiyonlarinda agriy1 ve cilt
reaksiyonlarini azaltmada etkili oldugunu savunan bir ¢alisma mevcut ancak hasta
sayist sinirlt ve kontrol grubu olmadigindan giivenililirligi tartismali gériinmektedir
(105).

Ozonun etkisi Ozellikle diyabetli hastalarda dikkat c¢ekicidir. Diyabetin
patogenezinde artmis oksidatif stresin ve azalmis antioksidan kapasitenin varligi
kanitlanmis durumdadir (106, 107). Yara iyilesmesini desteklemesinin otesinde,
endotelyal diizeyde NO/O2 oranimnin tekrar dengelenmesini saglayan ozonoterapinin
diyabetik ayak olusumuna giden asamalari1 en basindan engelledigi iddia
edilmektedir (66). Benzer ¢alismalar da ozonun diyabet nedeniyle viicutta olusan
oksidatif stresi engelledigi gosterilmistir (108, 109). Yapilan klinik ¢caligmalarda ise
diyabetik ayaklarda belirgin bir iyilesme tanimlansa da ¢calismanin dizayn1 ve takip
stiresinin sadece 20 giin olmas1 sonuclar1 inandiriciliktan uzak kilmaktadir (110).

Ozon tedavisinin kronik bacak iskemisinde etkili oldugunu iddia eden
calismalar mevcuttur (111, 114). Bu etkinin dolayli olarak iskemik yaralarin
tyilesmesine olumluydnde katkida bulunmasi beklenebilir.

Iskemik yaralarin ozonlu su ile yikanmasi ile yapilan lokal yara bakiminimn

tatmin edici sonuglar1 rapor edilmistir (63).

1.13.5.2.Antibakteriyel etki

Ozonun antibakteriyel etkisi bu maddenin ilk kullanim alanidir. Sharma ve
Hudson tarafindan yapilan bir caliymada ortama verilen 25 ppm’lik bir ozon gazinin
20 dakika igerisinde kuru yiizeyler ve gerecler dahil ortamdaki hastane kokenli pek
cok bakteri i¢in, ki bunlarin arasinda Acinetobacter baumannii, Clostridium difficile
ve metisiline direngli Staphylococcus aureusu sayabiliriz, bakterisidal oldugu
gosterilmistir  (115). Lokal tedavilerde 80 and 100 pg/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda ozonun “yaray1 temizledigi”, diger bir deyisle dezenfektan gorevi

3

gordiigii, 10-40 pg/mL civarinda ise “yarayi iyilestirdigi” ya da epitelizasyon ve

granulasyonu artirdig1 rapor edilmistir (63).

1.14. Zeytinyag
Zeytin agac1 meyvesinden dogal niteliklerinde degisiklige neden olmayacak

bir 1silortamda sadece yikama, sizdirma, santrifiij ve filtrasyon islemleri gibi
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mekanik veyafiziksel islemlerin uygulanmasiyla elde edilen, berrak yesilden sariya
degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda olan, dogal halinde gida olarak

tiikketilebilen yaglara zeytinyagi denir.

1.14.1. Zeytinyaginin Kimyasal Bilesimi

Zeytinyagl yaklasik % 98 oraninda bulunan trigliseritlerle birlikte, %2
oraninda dafenolik maddeler, serbest yag asitleri, steroller, hidrokarbonlar, alifatik ve
triterpenikalkoller, ugucu bilesenler ve antioksidanlar gibi 230 ayr1 mindr bilesenden
olusan karmasik bir karisimdir. Bu nedenle zeytinyagmin bilesimini temel bilesenler
ve diger bilesenler olarak iki boliimde incelemek miimkiindiir. Bunlardan temel
bilesenler igersinde yag asitleri ve trigiliseritler yer alirken, diger bilesenler
kapsaminda 6zelliklefenolik maddeler, steroller, fosfatitler ve pigmentler ile tat ve
koku maddeleri sayilabilir. Ancak zeytinyagi1 s6z konusu oldugunda, diger bilesenler
sinifina dahil edilen ve miktarlar1 temel bilesenlere kiyasla oldukga diisiik olan
bilesikler 6nem kazanmaktadir. Bu bilesiklerden bir¢ogunun yagdaki oransal degeri,
zeytinyaglarmin saflik ve kalitelerini dogrudan belirleyen 6zelliklerdir. Ciinkii gerek
uluslararasi, gerekse ulusal kodeks ve diger yasal diizenlemelerde, zeytinyaglarmin
saf ve belirli kalitede olmasi i¢in, 6zellikle mindr bilesenlerin belirli limitler arasinda

olmas1 gerekmektedir (116).

1.14.2. Yag asitleri ve trigliseritler

Zeytinyaglarmin temel yag asitlerini, oleik, linoleik, palmitik ve stearik
asitlerolusturmaktadir. Bunlarin yaninda daha diisiik oranlarda ise, miristik,
palmitoleik, heptadekanoik, heptadesenoik, linolenik, gadoleik, behenik ve lignoserik
asitlerbulunmaktadir. S6z konusu yag asitlerinden doymamais yapida olanlarin biiyiik
bir cogunlugu dogal haliyle cis formdadir.

Zeytinyaglarmin temel gliseritleri OOO, POO, OOL, POL ve SOO seklinde
olup, butrigliseritlerin toplam gliseritler icindeki oran1 % 85’in iizerindedir. Ancak
miktarlar1 azda olsa, esdeger karbon sayis1 42 olan (ECN42) trigliseritlerin oransal
degerleri zeytinyaglarmin linoleik asitce zengin tohum yaglariyla tagsislerinin
tespitinde onemlibir parametre olarak kullanilmaktadir.

Zeytinyaginda Ozellikle yagmn hidroliziyle olusan mono ve digliseritler de

bulunmaktadir. Bu bilesikler zeytinyagi kalitesinin  degerlendirilmesinde
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kullanilmaktadir ve serbest asitlik ile digliserit orani arasinda dogrusal bir iliski

oldugu ifade edilmistir (116).

1.14.3. Gliserit olmayan bilesenler

Zeytinyagmin temel bileseni olan gliseritler disinda, naturel zeytinyaglarinda
% 2 civarinda serbest yag asitleri ve gliserit olmayan bilesikler bulunmaktadir.
Bunlarin baslicalar1; fenoller, steroller, fosfatitler, hidrokarbonlar, mumlar, alifatik

alkoller, renk maddeleri ve aroma maddeleridir (116).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alind1. Proje
Frrat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)
tarafindan 1229 nolu proje olarak onaylandi Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Merkezi'nce (FUDAM) saglanan agirliklar1 200 — 250 gr arasinda
degisen 21 adet Wistar Albino tipi erkek rat kullanilmistir. Deneyler FUDAM
laboratuvarlarinda sicaklik ve nem kontrollii, 12 saat aydinhk 12 saat karanlik
dongiisii olan ortamda yapildi. Tiim denekler ayni standart yemlerle ve sehir icme
suyu ile beslenerek ayni ortamda yetistirildi. Deneyden 12 saat dnce denekler ag

birakild..

2.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Tablo 2. Calismada kullanilan alet ve malzemeler

Ketamin HCL 15 numara bistiiri

Xylazine hidrokloride Adson penset

Enjektor Sml Steven’s doku makasi

Elektrikli tiras makinesi Portegue

Cizim kalemi 4/0 prolen siitiir

Cetvel Steril gazli bez

Flaster Dijital fotograt makinesi (Samsung ST80)

Sodyum hipoklorit (% 10’luk soliisyonu) Povidon-iodin

2.3. Deneklerin Gruplara Ayrilmasi

Deney hayvanlari her biri 7 elemandan olusan randomize gruplara ayrildu.

Grup 1 (n=7) : Kontrol grubu, standart kaudal tabanli sirt flebi uygulanmis
grup

Grup 2 (n=7):Zeytinyag1 grubu, standart kaudal tabanli sirt flebit+zeytinyagi
uygulanmis grup

Grup 3 (n=7): Ozonyag1 grubu, standart kaudal tabanli sirt flebi+ozonyagi

uygulanmis grup
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2.4. Cerrahi Yontem

Hayvanlar intramiiskiiler S5mg/kg Ksilazine Hidroklorid (Alfazyne %2 ®,
Alfasan® — 20 mg/ml) ve 50mg/kg Ketamin Hidroklorid (Ketalar® — 50 mg/ml)
uygulanarak anestezi altina alindi. Anestezi uygulanimini takiben siganlar, cerrahi
masasina yiizlistii olarak yatirildi. Dort ekstremitelerinden flaster ile tespit edildi.
(sekil 9) St kismi elektrikli tras makinesi ile tras edildikten sonra galigma alani
povidon iyot ile temizlendi. Bunu takiben 3x9 cm.lik derinin tiim katlar1 ile
panniculus carnosusu da igeren Khouri’nin modifiye ettigi Mc Farlane flebi kaudal
tabanli olarak bisturi yardimiyla tam kath kaldirildi (Sekil 11) (117). Yara
kenarindan olabilecek revaskiilarizasyonu onlemek igin ¢evre derideki panniculus
carnosus tabakasi soyularak uzaklastirildi. Flep kaldirildiktan sonra keskin igneli 4/0
emilmeyen sutur ile tekrar anatomik lokalizasyonda donor alana esit mesafelere
atilan dikigler ile adapte edildi (Sekil 11). Hayvanlar uyandirilarak her biri ayri
kafeslere birbirlerinin fleplerine zarar vermemeleri i¢in yerlestirildi. Tiim hayvanlara
postoperatif donemde 12 saat arayla igme suyuna parasetamol katilarak aneljezi

saglandi.

Sekil 11. A-B-C. Khouri’nin Mc Farlane dorsal kaudal tabanli flep modeli
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Kontrol grubunda flepler hazirlanip siitiire edildikten sonra herhangi bir ilag
uygulamasi yapilmadan giinde 2 defa pansumanlari yapildi. Zeytinyagi ve ozonize
zeytinyagl grubunda flepler hazirlanip siitiire edildikten sonra ilk dozu flep
hazirlanmasindan hemen sonra diger dozlar ise 12 saat arayla giinde 2 kere sabah-
aksam olacak sekilde 7 gilin boyunca olusturulan dorsal flebe topikal olarak
zeytinyagl veya ozonize zeytinyagi uygulandi. Postop 7. gilinde karbondioksit gazi
verilerek hayvanlar sakrifiye edildi. Tiim deneklerin flep tabani ve en ug¢ noktast
arasindaki orta bolgeden alman 1x1 cm’lik doku biyopsileri %10’luk formalinde
tespit edildikten sonra parafin bloklara gémiildiiler.

2.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

2.5.1. Histopatolojik degerlendirme

Mikrotom bigcag1 ile 4 mikronluk kesitler alindi. Kesitler VEGF (Bios
Labarotory, United States of America) ve CD34 (Spring Harbor Labarotory, United
States of America) doku boyalar1 ile boyanarak Olympus BX 51 151k mikroskobu
altinda deney gruplarini bilmeyen bir patolog tarafindan incelendi. Her denek i¢in en
yogun boyanmanin oldugu {i¢ alanda x200 biiyiitme ile sayim yapilip her denek i¢in
sayimin ortalamasi alindi. Saymm yapilirken limen varlig1 sart1 olmaksizin, pozitif
boyanma gosteren hiicreler ve hiicre kiimeleri mikrovaskiiler yapi1 olarak

degerlendirildi. Eritrosit varlig1 damar saymmai i¢in kriter olarak alinmadi.

2.5.2. Istatistiksel degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS 21 yazilimi kullanilarak
yapildi. Gruplar arasi farkliligin anlamliligi tek yonlii varyans analizi ile arastirildi.
Coklu karsilastirmalar icin Post Hoc test olarak Bonferonni ve Tukey’s B testi

kullanmildi. Tiim istatistiksel degerlendirmeler %95 giiven araliginda yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclar:

Calisma esnasinda denek kaybi1 yasanmadi. Higbir ratta flep nekrozu
gelismedi. Deneklerden elde edilen dokularda CD34 ve VEGF ile
immiinohistokimyasal boyanma gdsteren yapilarin sayilar1 ve gruplarin ortalama =+
standart sapma degerleri Tablo 3’te ve kutu grafikleri Sekil 12 ve Sekil 13’te
sunulmustur. Kontrol grubunda CD34 ve VEGF ile pozitif boyanma gdsteren
yapilarin ortalama =+ standart sapma degerleri siras1 ile 10.29 + 1.80 ve 8.86 + 1.35
iken zeytinyag1 ve ozonize zeytinyagi gruplarinda bu degerler sirasiyla 15.57 + 1.72
ve 15.00 £ 1.41 ile 25.00 £+ 2.16 ve 25.14 £ 2.41 idi. Her iki ¢alisma grubunda CD34
ve VEGF ile boyanan yapilarin ortalama sayilar1 kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlaml1 bicimde daha yiiksekti (her ikisi i¢in de p<0.001). Ozonize zeytinyagi
grubunun hem CD34 hem de VEGEF ile ortalama boyanma sayilar1 da zeytinyagi
grubundakinden belirgin olarak daha fazlaydi (her ikisi i¢in p<0.001). Sekil 14°te her
gruptan birer denege ait CD34 ve VEGF immiinohistokimyasal boyamalarinin

fotograflar1 sunulmustur.
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Tablo 3. CD34 ve VEGF ile pozitif boyanma gdsteren yapilarin sayilar

Denek no. CD34 VEGF

Kontrol Grubu 1 9 8

2 13 9

3 11 7

4 10 10

5 8 9

6 8

7 12 11
Ortalama + Standart Sapma 10.29 +1.80 8.86 + 1.35
Zeytin Yag1 Grubu 1 14 14

2 16 13

3 13 16

4 17 14

5 15 17

6 18 16

7 16 15
Ortalama + Standart Sapma 15.57+1.72 15.00 = 1.41
Ozonize Zeytin Yagi 1 24 23
Grubu 2 26 27

3 22 22

4 25 25

5 28 24

6 23 26

7 27 29
Ortalama + Standart Sapma 25.00 £2.16 25.14 £2.41
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Sekil 12. CD34 i¢in pozitif boyanma sayilarinin merkezsel konum, yayilma,

carpiklik ve basiklik grafigi
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Sekil 13. VEGF i¢in pozitif boyanma sayilarinin merkezsel konum, yayilma,

carpiklik ve basiklik grafigi
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Sekil 14. A. Kontrol grubu CD34
boyama, x200 biiyiitme

Sekil 14. B. Zeytinyag1 grubu CD34
boyama, x200 biiyiitme

Sekil 14. C. Ozonize zeytinyagi grubu
CD34 boyama, x200 biiyiitme
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Sekil 14. D. Kontrol grubu VEGF
boyama, x200 biiyiitme

Sekil 14. E. Zeytinyagi grubu VEGF
boyama, x200 biiyiitme

Sekil 14. F. Ozonize zeytinyagi grubu
VEGF boyama, x200 biiyiitme



4. TARTISMA

Flep cerrahisi sonrast olugsan anatomik, hemodinamik ve metabolik olaylar
zincirinde en son asamada iskemi olusmaktadir. Iskeminin patofizyolojisinde bazi
teoriler ileri siiriilmiistiir. Bunlardan biri flep dolasiminin bozuldugu durumlarda
doku oksijen seviyesinin diismesine bagli olarak hiicre i¢i metabolizmasinin
aerobikten anaerobige donme egilimi gostermesidir. Bu, membran transport
mekanizmasin1 bozacak olan laktat birikimine, sonrasinda da hiicre i¢i pH
seviyesindeki diigmelere ve iyonik pompalardaki ATP depolarinin bosalmasma
neden olur. Dolasim normale doniip dokuya tekrar oksijen girmesiyle birlikte serbest
oksijen radikalleri olusur. Bu maddeler tiim hiicre yapilarina toksik etki gosterir.
Sonugta meydana gelecek olan endotelyal hasar trombosit ve notrofillerin damar
duvarina yapismasina yol acar ve pihtilasma kaskadi baglar (118).

Iskemi toleransinin en az oldugu bdlge flep distali uclaridir. Bu bolge,
kutandz kan akiminin en az oldugu bolgedir. Flep olusturulmasini takiben ancak 24
saat sonra burada akim belirgin olarak artmaktadir. Iskemiyi takiben
revaskiilarizasyondaki yetersizlik ‘no-reflow fenomeni’ olarak tanimlanmaktadir.
Cilt fleplerinde bu durum, doku 6liimiinden 6nceki mikrovaskiiler tikanma (hiicresel
o0dem, adrenerjik kokenli vazokonstriksiyon), liimen obstruksiyonu (trombosit
tikaclar1), l6kositlerin kiimelenmesi ve aktivasyonu veya bunlarin kombinasyonlar1
ile olur. Flep canliliginda tiim bu basamaklar goz oniine alinmis, gelistirilen ve
gelistirilmekte olan maddelerin bu mekanizmalarin bir veya birkacim etkileyebilecek
potansiyelde olmasi amaglanmistir.

Stewart ve ark. (119) hiperbarik oksijenin rastgele paternli cilt fleplerinde
canlilig1 artirdigimi gostermistir. Benzer sekilde Latifoglu ve ark. (120) nikotin
etkisindeki cilt fleplerinde kalsiyum kanal blokerlerinin flep canliligmni olumlu
etkiledigini gostermistir. Zaccaria ve ark. (121), C vitaminin iskemi — reperfiizyon
hasarin1 azalttigini, Axfort — Gately ve ark. (122) ise yiiksek doz E vitamininin
iskemiyi azaltic1 yonde olumlu rol oynadigini gostermislerdir. Manson ve ark. (123)
vendz okliizyon ile iskemi olusturduklar1 sican epigastrik ada fleplerinde reperfiizyon
oncesinde tek doz siiperoksid dismutaz uyguladiklarinda; bu fleplerin %50’sinde
canlilik saptarken kontrol fleplerinin hi¢birinin yagamadigmi gormiislerdir. Angel ve

ark. hematom sonucu olusan flep nekrozunda lipid peroksidasyon fliriinlerinde artis
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saptamislar ve radikal temizleyiciler kullanarak nekroz oranlarinda azalma elde
etmislerdir (124). Demir baglayict ve serbest radikal temizleyici olan
desferoksaminin de deri fleplerinde sagkalimi artirdig1 gosterilmistir (125).
Nakatsuka ve ark. (126) domuzlarda deri, kas-deri fleplerinde kapiller kan akimi ve
flep canlilig1 lizerine glukokortikoidlerin etkinligini arastirmislardir.

Bitkisel ve dogal {irlinlerin kullanim1 son yillarda popiilarite kazanmis olup
alternatif tibbi tedavi metodu olarak tiim diinyada yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir.1997°de Amerika’da yapilmis olan bir ¢alismada eriskin niifusun
%]12’den fazlasmnin bu iirtinlerden faydalandigi saptanmustir. Bu rakam Avrupa
iikelerinde de benzerdir. Geleneksel Cin Tibbinin ana tedavi edici maddesi olan
ginseng i¢in sadece Amerika’da 250 milyon dolar harcanmaktadir (127). Sengupta ve
ark (128). Ginsengin yara iyilesmesinde damar gelisimini uyarici, tiimdr dokusunda
ise baskilayici gibi davrandigini géstermislerdir (128-130).

Zeytin agac1 meyvesinden dogal niteliklerinde degisiklige neden olmayacak
bir 1s1l ortamda sadece yikama, sizdirma, santrifiij ve filtrasyon islemleri gibi
mekanik veya fiziksel islemlerin uygulanmasiyla elde edilen, berrak yesilden sariya
degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda olan, dogal halinde gida olarak
tiikketilebilen yaglara zeytinyagi denir (116). Cheon ve ark. (131) yaptig1 bir
calismada zeytinyaginin flep canlilig1 lizerine etkisinin epigallocatechin gallate etkisi
ile karsilastirmasi yapilmig; zeytinyagmin etkinliginin diisiik oldugu izlenmistir.
Bizim ¢aligmamizda ise zeytinyagi uygulanmasimin rat kaudal tabanli dorsal flebinde
damarlanmay1 artirdigini saptadik.

Ozon, ¢embersel ii¢ oksijen atomundan olusan, kararsiz, depolanamayan, ¢ok
acik mavi renkli, keskin kokulu ve havadan daha agir bir gazdir (63). Oksijenden 1, 6
kat daha yogun ve on kez daha fazla suda ¢o6ziiniir olan bu gazin yarilanma omri
20°C’de 40 dakikadir (63). Oksidan ajanlar arasinda florin ve persiilfattan sonra
ticlincii en kuvvetli oksidan olanidir. Atmosferdeki ozonun %90’ma yakini, yer
yiizeyinden yaklagik 20-50 km yiiksekte bulunan stratosfer tabakasi i¢inde yer alir.
Geri kalan %10’luk ozon miktar1 ise 10-15 km’ler arasindaki troposfer tabakasi
icinde bulunmaktadir (64). Ozon gazi canlilar i¢in toksiktir. Antioksidan kapasiteleri
cok diisiik oldugundan akciger ve gozler ozonun toksik etkisine en hassas

organlardir. Zarar miktar1 ozon gazinin ortamdaki konsantrasyonu, ortamdaki
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sicaklik, nem ve maruziyet siiresine gore degisir (66). Direkt maruziyette ciddi saglik
sorunlarmma yol acabilen ozon, atmosferdeki bir nevi radyasyon kalkani gorevi
gormesi yaninda uzun siiredir gida ve sterilizasyon endiistrisinde insanligin
hizmetindedir. Bu u¢ noktalardaki davranigi nedeniyle 1935°te Justus von Liebig
daha sonra Bocci tarafindan Roma tanris1 Janus’a benzetilmistir (67).

Ozonoterapi pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozon, cerrahi
pratikte baslica yara ve yanik bakiminda kullanilabilir (98, 99). Ancak bunlarin
sonuclarina glivenmek olduk¢a zor goriinmektedir. Atesli silah yaralanmasma maruz
kalan ve deri grefti konulan hastalarda ozon gazi uygulamas: ile greft basarisinin
%40’tan %75’e ¢iktig1 rapor edilmistir (100). Bir bagska caligmada ise 200 kronik
yarali hastanin 187’sinin ozon tedavisi sonucunda belirgin iyilesme gosterdigi
bildirilmistir (99). Ote yandan hava kirliligi sonucu atmosferdeki yiiksek orandaki
ozonun yara 1yilsemesini ters yonde etkiledigi hayvan modelinde gdsterilmistir (101,
102). Saglikl bireyler iizerinde yapilan ¢alismada ozonun TNFp, IFN-y ve IL-2 ile
diger interlokin seviyelerini belirgin bir sekilde ylikselttigi gosterilmistir (90, 103).
Tim bunlar olurken nétrofil fonksiyonlarinin bozulmadigi saptanmistir (104).
Ozonoterapinin radyoterapi sonrasi olusan cilt reaksiyonlarinda agriyr ve cilt
reaksiyonlarin1 azaltmada etkili oldugunu savunan caligma mevcuttur ancak
calismada hasta sayist smirli olup kontrol grubu olmadigindan giivenililirligi
tartigmalidir (105). Ozonun etkisi 6zellikle diyabetli hastalarda dikkat c¢ekicidir.
Diyabetin patogenezinde artmis oksidatif stresin ve azalmis antioksidan kapasitenin
varligi kanitlanmig durumdadir (106, 107). Yara iyilesmesini desteklemesinin
otesinde, endotelyel seviyede NO/O, oraninin tekrar dengelenmesini saglayan ozon
terapinin diyabetik ayak olusumuna giden asamalari en basindan engelledigi iddia
edilmektedir (66). Benzer ¢alismalar da ozonun diyabet nedeniyle viicutta olusan
oksidatif stresi engelledigi gosterilmistir (108, 109). Ozon tedavisinin kronik bacak
iskemisinde etkili oldugunu iddia eden c¢alismalar mevcuttur (111-114). Bu
etkisinden dolay1 iskemik yaralarm iyilesmesine olumlu yonde katkida bulunmasi
beklenebilir. Iskemik yaralarin ozonlu su ile yikanmas: ile yapilan lokal yara
bakiminin tatmin edici sonuglar1 rapor edilmistir (63).

Bizim c¢alismamizda da ozonize zeytinyaginin flep canlilig1 iizerine olumlu

etkileri oldugunu gozlemledik. Hem doku VEGF hem de CD 34 diizeyleri agisindan
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kontrol grubu ile karsilastirildigr zaman ozon yagi kullanilan grupta daha yiiksek
degerler oldugu saptandi. Higbir grupta nekroz goriilmemesine ragmen dokulardaki
istatistiksel ve histopatolojik olarak anlamli CD34 ve VEGF diizeylerinin artmasinin
flepte neovaskiilarizasyonun arttiginin direkt bir gostergesi oldugu ve bu nedenle
ozonize zeytinyagmin cilt fleplerinde kullanilabilecegi kanaatindeyiz. Bu nedenle
ozonize  zeytinyaginin  antioksidan ve  anti-inflamatuar  Ozellikleri ile
iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkinliginin flep canliligmin artmasma
katk1 sagladig diisincesindeyiz.

Sonug olarak; ozonize zeytinyagmin topikal uygulamalarimin flep dokusunda
neovaskiilarizasyonu  arttirarak iyilesmeyi olumlu ydnde etkileyebilecegi
diistiniilmiistiir. Bu bulgular1 destekleyecek klinik ¢alismalar yapilmasmin gerekli

oldugu kanaatindeyiz.
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