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ONSOZ

Bu tez konusu, Gtilhane Askeri Tip Akademisi ve Askeri Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkanlginm 13 Haziran 1995 giin ve 4033-1-94/21
sayili yazist ile verilmig ve galigmaya baglanmugtir. 4

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi giiniimiizde, gesitli olgularda uygulama alam
bulmaktadir. Ancak tedavinin yararlann yanisira istenmeyen etkilerinden de soz
edilmektedir.

Hiperbarik oksijen tedavisinin zararh etkileri serbest radikal olusumu ile
agiklanmaktadir. Bu galigmada, HBO uygulamasimin sigan embriyolart iizerine etkileri
yapisal diizeyde aragtinlmugtir.

Uzmanlik egitimi ve tezin hazirlanmasinda her zaman bilgi ve deneyimlerinden
yararlanma sansina sahip oldugum degerli hocalarim; Anabilim Dali Bagkanimiz
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degerlendirilmesi konusunda GATA Halk Sagh@ uzmanhk o68rencisi Dr.Esat
Hoggonil’e, deney hayvanlan konusunda yardimlanm esirgemeyen Vet. Bnb.Tayfun
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GIRIS

Ozel kapali - odalarda normal atmosferik basincin iizerinde oksijen inhale
ettiriimesine Hiperbarik Oksijen (HBO) uygulamast denmektedir. HBO uygulamasi, uzun
yillardir kullanidan bir tedavi yontemi olmasina ragmen, bu yontemin yan tesirleri hakkinda
kesin bilgiler yoktur. Son yillarda bagka tedavi yontemleri ile iyilestirilemeyen birgok
hastaligin HBO uygulamas: sonucu iyilesmesi, bu metodun klinik énemini artirmugtir. Gebe
kadimlar bazi durumlarda HBO'ya maruz kalmaktadir. Ozellikle karbonmonoksit (CO)
zehirlenmeleri, hava kirliligi zehirlenmeleri, beyin 6demi, dekompresyon hastalifi, hava
embolisi gibi durumlarda tedavi'seqeneklerinin baginda HBO gelmektedir (12, 13, 24, 51,
62). Ancak gebelikte HBO kullanimu tartigmalidir. Ciinkii fetus tzerine muhtemel yan
tesirlerinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bundan 6nce yapilan g¢aligmalar incelendiginde,
HBO teratojenitesi ile ilgili yaymlal:m olduk¢a az oldugu goriilmektedir. In-vitro
cahigmalarda gorilmigtiicr ki HBO, fetusda mutajeniteye, retinopati ve prematuriteye,
kardiyo-vaskiiler yan etkilere ve plasenta kan akimi degisikliklerine neden olmaktadir (3,
23, 27, 44, 64). Fakat bagka hayvan deneyleri HBO'nun gebelikte giivenilir bir gekilde
kullanilabilecegini gostermektedir (18, 42). Ayrica bazi klinik ¢alismalar da gebelikte HBO
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Bu calisgma, HBO' nun sigan embriyosu iizerine
teratojen etkisinin olup olmadigin belirlemek i¢in planlanmugtir. Yitksek basinglt oksijene
maruz birakilan gebe siganlarin embriyo ve plasentalarinda meydana gelebilecek
degisiklikler yapisal diizeyde gosterilmeye galigtimistir. Embriyolojik aragtrmalarda sik
kargilagilan problemlerden olan; embriyo yagimn tayin edilmesi konusu da galigmamiza
dahil edilmigtir. Bu konu, yeni ilag ve tedavi yoOntemlerinin “teratojen etkilerinin
aragtirilmasinda embriyolojik galigma yapacak bilim adamlarina da 1k tutabilecektir.



GENEL BILGILER

A. GAZLARIN TEDAVI AMACLI KULLANIMI

Genel olarak tedavi amacli kullanilan gazlar; bagta oksijen olmak iizere,
karbondioksit ve helyumdur (60).

Atmosfer havasinda oksijen yaklagik olarak %20.95, karbondioksit %0.03 oraninda
bulunur. Kangimdaki gaz konsantrasyonlarim yiizde olarak degil, parsiyel basing olarak
belirtmek daha anlamli olacaktir. Bir gazin suda dolasiyla kanda ¢oziinen miktari, onun
kanigim igindeki parsiyel basinci ile dogru orantihdir.

Oksijenin alveol limeninden perialveoler kapillere gecigi ve karbondioksitin
kapiller igindeki kandan alveol i¢ine atilmasi pasif diftizyon suretiyle ve konsantrasyon
gradiyentine uyan bir hizda -olur. Diflizyon bariyeri yaklagik olarak bir mikrondur. Bu
durum verimli ve hizh bir diflizyona olanak verir. )

Alveol geperinin igindeki, gazlara sagladifi toplam diftizyon yizeyi, yaklagik 80
m’ dir. Diflizyon sirasinda gazlar, alveoliin siirfaktan tabakasini, epitel sitoplazmasini, bazal
membrani ve kapiller endotel sitoplazmasini agarlar. Alveollerin gorevi, gaz degis-
tokugunu saglamalanidir. Bu olay1r etkileyen temel parametre, dakikadaki alveoler
ventilasyon hacmi ve alveol ¢eperinden dakikada gegen kan akimdir (perflizyon). Bu iki
deger arasindaki oran, alveol fonksiyonun en 6nemli Slglitiidiir ve ventilasyon/perflizyon
(V/P) oram diye adlandilir. Normal akcigerin total- V/P oram 0.8'dir, ¢inkii normal
alveoler ventilasyon hacmi 4 litre/dakika ve pulmoner kan akimi 5 litre/dakika’dir. Bu
oran, akcifer hastaliklarmda onemli olgiide bolgesel farkliik gosterebilir. Ornegin
atelektazili bolgede oran sifira diiser ve o bolgede kanin oksijenlenmesi durur. Egzersiz
gibi fizyolojik kogullarda, alveol ventilasyon hacmi artarken aymi zamanda kan akimi da
artar ve V/P orant sabit kalir (57).

Alveollerden kana gegen oksijen , iki kompartmanda taginr:

1) Plazma: Oksijeni suda ¢oziinmi sekilde ve az miktarda tagir.

2) Eritrosit hemoglobini: Kandaki oksijenin biiyitk kismi baglanmig (kombine)

olarak tagir. '



760 mmHg'lik normal atmosferik basing altinda plazmanin her mililitresinde 0.023
ml oksijen ¢6ziiniir. Bu durumda pl@ada ¢ozinmiiy oksijen konsantrasyonu, bu
durumda %2.3'tiir. Hiperbarik oksijen uygulamasinda oldugu gibi ortamin gaz basinc
yiikselirse ¢oziinen miktar basingla dogru orantili bir gekilde artar. Plazmada ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunu oksijen parsiyel basinct (PO,) olarak da belirtilir. Parsiyel
~ basincin her bir mmHg kadar artmasi ¢oziinen oksijen yiizdesini %0.003 hacim artirr.
Oksijen (O2) kontrasyonunu gésteren bu iki deger arasindaki iligki agagidaki gibidir:

% hacim oksijen = 0.003 x POzA

Normal kogullarda, kandaki oksijenin énemli bir kismu eritrositlerdeki hemoglobin
(Hb) tarafindan taginir. Alveol kapillerinden gegerken Hb tagidig karbondioksiti alveollere
saliverir. Bu durumdaki Hb, alveollerden plazmaya ve oradan eritrositlerin igine diflize
olan O;lle birlegir ve oksihemoglobin haline gelir. Hb'nin O, baglama kapasitesi fazla, fakat
sinirhdir. Hb'nin her bir grami 1.34 ml O, baglar; bu deger Hb’nin O, baglama kapasitesi
olarak adlandirilir. Kanin normal Hb konsantrasyonu 15 g/100 ml olarak kabul edilirse,
kanin Hb' e bagl olarak oksijen tagima kapasitesi 1.34 x 15 = 20.1 ml/100m!' (% 20,1 ml)
dir. Hb'nin tasidigs gergek O, miktari onun doygunluk derecesisine baglidir. Bu parametre
Hb'nin tasidigr O, igeriginin, onun O, kapasitesinin yiizdesi olarak degerine egittir:

Doygunluk = 100 x Jgenk
kapasite

Hb'nin doygunluk derecesi kandaki oksijenin parsiyel basincina bagimlidir. Dikey
eksende doygunluk derecesini ve yatay eksende PO,'yi gostermek suretiyle cizilen egri
oksijenin doygunluk egrisi veya oksijen-hemoglobin disosiyasyon egrisi diye adlandirdir
(11). Cegsitli faktorler Hb'nin O,'e karg: afinitesini degistirmek suretiyle oksijen-hemoglobin
disosiyasyon egrisinin egimini deistiir. Asagidaki faktorler afiniteyi artirirken diger
yandan dokularda O,'nin extraselliiler siviya saliverilmesini azaltirlar:

1)A1kaloz; )

2)Hiperkarpi (CO,’in artmast),

3)Eritrositlerde anaerobik glikolizle olusan difosfogliserat (DPG)'in azalmas,

4)Hipotermi.



Buna kargilik agagidaki faktorler de aksi yonde etki gosterirler:

1)Asidoz,

2)Hipoksi,

3)Hipokarpi,

4)DPG'nin artmast,

5)Ates veya hipertermi.

Istirahat halinde, arteriyel ve vendz kanin normal oksijen igerikleri Tablo I’ de
gosterilmigtir (kanin Hb igerigi 15 g/100ml, Hb’nin doygunlugu %97 ve atmosferik basing
760 mmHg olarak kabul edilmigtir):

Tablo -I. Arteriyel ve vendz kanin oksijen igeriklert

Fraksiyon Arterial kan(% hacim) Venoz kan(%hacim)
Hb'ne bagh 19.5 0.1
(1.34x15xDoygunluk)
Plazmada ¢6ziinmiis 0.3 14.7
Q 02X0.03)
Total igerik 19.8 14.8
PO, (plazma) 100mmHg 40mmHg
Hipoksi Nedenleri:

Dokularda oksijen eksikligine hipoksi denir. Istirahat halinde dokularin bazal
oksijen gereksinimi (metabolizma hiz1) dakikada kg bagina 4 ml kadardir. Agir bir egzefsiz
halinde bu 40-50 katina kadar g¢ikarbilir. Hipoksinin eglik ettigi klinik durumlar, oksijen
tedavisinin ana endikasyonunu tegkil eder.

Hipoksi durumlarinda, arteriyel kanin oksijen parsiyel basmci diiger. PO;'nin
diigmesi hiicrelerde glikolizi, anaerobik duruma getirir ve glukoz yikimi laktik asit
basamaginda durur, viicutta laktik asit birikir. Buna bagl olarak metabolik asidoz olugur.

Hipoksiyi, olug nedenine gore baghca déxfc sekilde siniflandirabiriz:

1) Hipoksk hipoksi Ortam havasmdaki oksijenin azalmasi, akciger
ventilasyonunun azalmasi, gaz diﬁiiyonunun bozulmas: sonucu ortaya g¢ikar. Yiiksek

irtifaya ¢ikma, solunum yollarinda tikanma veya spazm, solunum kaslari parezisi,



ventilasyonu engelleyen mekanik bozukluklar, pnomoni, konjesyon, eksiida ve fibrozis
sonucu alveollerde difiizyonun bozulmas: ve kalbin sag-sol santlarni gibi durumlarda
meydana gelen hipoksi geklidir.

2) Anemik hipoksi: Kanin oksijen tagima kapasitesinin diigmesi sonucu meydana
gelen hipoksi durumudur. Karbon monoksit zehirlenmesi, ilag ve diZer nedenlere bagh
methemoglobinemi ve sulfhemoglobinemi gibi durumlarda gelisir.

3) Iskemik hipoksi: Dokularda kan akimimn azalmasi veya durmasina bagl olarak
gelisen hipoksidir. Konjestif kalp yetmezligi, sok ve benzeri durumlarda viicudun
genelinde, damar tikanmalan gibi durumlarda lokal olarak meydana gelir.

4) Dokularda oksijen utilizasyonunun engellenmesine véya ¢ok artmasina bagh
doku hipoksisi: Dokularda solunum ile ilgili sitokrom enzimlerinin blokaji (6rnegin, karbon
monoksit zehirlenmesi) nedeniyle oksijenden yararlanamama ve oksidasyon-fosforilasyon
reaksiyonlarimn bozulmast (6rnegin, dinitrofenol ve benzeri maddelerle zehirlenme)
hipertroidizm, hiperpreksi hallerinde oldugu gibi kanin tagidifi oksijenin dokularda
utilizasyonun agir1 derecede artmast sonucu ortaya ¢ikar (11).

OKSIJEN

125-165 atmosfer basing altinda gelik silindirler i¢inde sivilagtirilmig olarak bulunan
saf oksijen, tipta inhalasyon suretiyle kullaniir. Yiiz maskesi, oksijen gadi1 gibi gegitli
kullanma yontemleri vardu (45). Inhale“ edilen havamn igerdigi oksijen %100’e yakin™ '
oranda ise, hipoventilasyona neden olur ve arteriel CO, diizeyinde hafif bir artma olur. Bu,
kemoreseptorler iizerindeki uyarict tonusun ortadan kalkmasma baghdr. Kan CO,
diizeyindeki hafif yiikselme, baglangigtaki hipoventilasyonun ortadan kalkmasina yol agar.

0., lipofilik bir maddedir; viicutta biyolojik membranlan pasif difiizyonla kolayca
geger. Deriden gegemez; ancak premature bebeklerde keratin tabakasi tam olugmadigs i¢in
perkiitan O, inhalasyonu oluf. Premature bebeklerin yiksek oksijénli ortamda
gereksinmelerinin %20'sini deri yoluyla sagladiklar bulunmustur (16).

Oksijen, yaygmn olarak akut veya kronik akciger hastaliklarmda kullanilir. Ayrica
hipoksik durumlarda da kullamilir. Hipoksiye neden olan primer nedenin diizeltilmesi de
ihmal edilmemelidir.



Oksijen, anestezide bazi gazlarin igine kangtinihr. Ileus ve mide atonisine bagh
abdominal distansiyon, pnémotoraks ve hava embolilerinde oldugu gibi, viiciitta toplanmig
hava hacminin kisa zamanda azaltilmasi igin %100 oksijen inhalasyonu yaptinlr. Bu
uygulama sonucu, toplanmig havanin igindeki azot kana-gegerek akcigerlerden atilir ve -
onun yerini oksijen alir; inhalasyon kesilince oksijen toplandig1 yerden kolayca absorbe
edilir ve distansiyon veya diger durumlar ortadan kalkar (21).

Oksijen tedavisinin baglica yan. tesirleri sunlardir:

1) Pulmoner atelektazi veya vakum olugmasi:-Brongun lezyonla kapanmast halinde,
oksijen gabuk absorbe edilir ve lokal atelektazi olugur. Ayni durum orta kulak ve paranazal
siniislerde oldugunda, bu bosluklarin kapanmas: ve hapsedilen oksijenin absorbsiyonu
sonucu kismi bir vakum ve buna bagh bir agn olusur.

2) Oksijen apnesi: Hipoksi hallerinde veya santral sinir sistemini deprese eden
(morfin ve benzeri ilaglar) durumlarda solunum merkezinin, dogal uyaran olan CO'e
duyarlilif1 azalmgtir. Solunumun siirdiiriilmesi, hipoksiye bagh olarak artan kemoreseptor
stimulasyonu ile refleks olarak saglanir. Oksijen inhalasyonu PO, yiikselterek solunum
merkezi lizerindeki refleks stimulasyonunu kaldirir ve solunumun durmasina neden olur.
Bu tehlike, hipoksi hallerinde oksijen inhalasyonu igin bir kontrendikasyon nedeni degildir.
Ancak bu olayr 6nlemek igin oksijen inhalasyonu , ventilatdr kullanilarak yapilan mekanik
ventilasyonla birlikte uygulanmalidir.

3) Retrolental fibroplazi: Dogumda ve perinatal dénemde, siyanoz nedeniyle
yiiksek konsantrasyonda oksijene uzun siire maruz kalan premature yeni doganlarda nadir
goriillen retina zedelenmesidir, korlikle sonuglanabﬂir. Solunum havasindaki oksijen
konsantrasyonu, yenidoganin asfiksisini diizeltmeye elverigli minumum diizeyde tutulursa,
bu komplikasyon biyiik 6lgide onlenebilir. Daha onceden gegirilmis retina bozuklugu
bulunan erigkinlerde de hiﬁerbarik oksijen uygulamast zedelenmeye yol agabilir.

4) Oksijen zehirlenmesi : Oksijen 6zellikle solunum yollan ve santral sinir sisterni
{izerinde toksik etki gosterir. Normal atmosferik basing altinda yaklagik 12 saatten uzun bir
sire solunum havasinda %80 veyﬁ daha fazla konsantrasyonda oksijen inhale eden

hastalarda, st solunum yollarimin tahrigine baglh burun-tikaniklifi, bogaz agnsi, trakeo~



brongit, vital kapasitede azalma, akciger konjesyonu, alveolit ve atalektazi olabilir, solunum
yollart mukozasinda mukosilier transport durur (20).

Iki atmosfer ve daha yiiksek basinglardaki oksijen inhalasyonu birkag saat iginde
baglayan reversibl santral sinir sistemi bozuklugu belirtilerine neden olur. Erken belirtiler,
substernal sikinti, ekstremitelerde parestezi, bulantt ve kusma, yorgunluk halidir. Ileri
donemlerde biling kaybi ve konwviilziyonlar gorilir. Memeli deney hayvanlarinin 2
atmosfer oksijen basincina siirekli maruz kaldiklannda, 12-24 saat iginde oldiikleri
gorilmigtir. Fakat aym basingtaki oksijene, toplam siire aym olacak sekilde intermitent
olarak maruz birakilma, oksijen toksitesini azaltir. Hiperbarik oksijene intermitent olarak
maruz kalmamn, genellikle oksijen toksitesine kargt tolerans olusumuna yol agtifina
inanilmaktadir.

Oksijen zehirlenmesindeki temel mekanizma, dokulardaki oksijen konsantrasyonu
artis1 (hiperoksi) sonucu, konsantrasyona bagimh bir bigimde, hiicre iginde agirt miktarda
reaktif (serbest) oksijen raciikalleﬁrﬂn olugmasi ve bunlann sitotoksik nitelikleri nedeniyle

hiicrelerin zedelenmesidir; bu olaya hiperoksik zedelenme denir.

B.HIPERBARIK OKSIJEN (HBO) UYGULAMALARI

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi genis kullanim alam ve bagarilt sonuglar olan bir
yontemdir. Bu konudaki ilk galigmalar 1662 yilinda Ing1hz doktor Henshaw tarafindan
basinghi havanin gesitli hastaliklarin. tedavisinde kullandmasiyla baglamigtir. Priestley
taraﬁndan 1775 yilinda oksijen gazinin kesfedilmesi, bu g¢aligmalara yeni bir boyut
getirmigtir. Bu yildan sonra diinyanin pekgok yerinde HBO tedavi merkezleri agilmugtir
(38). Uzun yillar boyunca pekgok hastalifin tedavisinde kullanilmig olmasina ragmen,
yontemin fayda ve zararlan heniiz daha yeterince bilinmemektedir. Yiiksek basinglarda
kullanilan HBO'in akciBer, karacier ve merkezi sinir sisteminde lipit peroksidasyonuna
bagsh toksik etkilere neden oldugu belirlenmistir (8, 9, 10, 40).

HBO uygulamasi; deniz seviyesindeki atmosferik basingtan daha yiiksek
basinglarda oksijen kullanmmint kapsayan bir teda\;i metodudur. Yakin zamanlarda
" tilkemizde de bazi merkezlerde kullanmma girmigtir. HBO tedavisi igin; %100'lik saf
oksijen, endotrakeal tiip, maske, solunum baglig1 ve 2-3 ATA (Atmosphere Absolute =



Mutlak Atmosferik Basing)'lik basinca dayanikhi basing odast gereklidir. Deniz seviyesinde
atmosferik basing 1 ATA'dir ve 760 mmHg basinca egdegerdir.

HBO uygulamasinda hedef, kané’akz' eriyik halindeki O, 'i artirip dokularm
kolaylikla O, ’ den yararlanmasini saglamaktir. :

Hiperbarik oksijen tedavisi konusunda aragtirilmas: gereken en 6nemli noktalardan
birisi, uygulamalarin neden oldugu serbest O, radikalleri, doku diizeyleri ve etkilesimleridir
(17,40). |

C.SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI VE HUCRE HASARI

Oksijenin belirli kogullarda kismen indirgenmesi sonucu olugan, ¢ok kisa 6miirlii,
giiclii oksidan niteliklere sahip ve hiperoksik zedelenmeye yol agan radikallerin baglicalart
sunlardur:

1)Hidrojen peroksit (H,05,),

2)Siuiperoksit anyonu (O2)),

3) Hidroksil radikali ('OH),

4)Singlet oksijen. |

Bunlarin en reaktif ve en sitotoksik olami hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali
(OH) ve singlet oksijen radikali H,O, ve O; 'in serbest demir iyonu varhgmnda
birbirleriyle reaksiyona (Haber Weiss reaksiyonu) girmeleri sonucu olusur. Hidroksil
radikalleri, klor iyonlar: (CI) ile reéksiyona girerek dokuda diger bir sitotoksik madde olan
hipoklorik asit (HOC!) olugturabilir. Siiperoksit anyonu, damar endotelinde endojen nitrik
oksit (NO) ile reaksiyona girerek, daha fazla sitotoksik olan peroksinitrik (ONOO") ve
sonra peroksinitroz asit olugturur. Reaktif oksijen radikalleri, artan oksijen parsiyel basinci
sonucu konsantrasyona bagiml olarak birgok hiicre tirnde ve dzellikle alyuvarlar, damar
endotel hiicreleri ve iltihap hiicrelerinde yitksek miktarlarda olugur. Bu maddeler; sitoplazmik
membranin ve hiicre i¢i organellerin membran lipidlerinin peroksidasyonuna ve membran
permeabilitesinin artmasina, enzimlerin ve yapisal hiicre proteinlerinin stilfhidril grublannin
oksitlenmesine ve .¢apraz baflanmasina, enzimlerin inakﬁ{'asyonuna, DNA yapisinin
bozulmasmna ve kinlmasmna (mutasyona) neden olur. Ayrica proteoglikan ve glikozaminoglikan



(GAG) molekiillerinde de oksidatif zedelenme yaparlar. Hiicrede transmembranal potansiyel ve
iyon transportunu bozarlar. Radikal olusma hzma, antioksidan savunma mekanizmalarimn
etkinlik derecesine ve diger ¢zelliklere gore, hiicre tiirlen'niﬁ reaktif okstjen radikallerinin
toksisitesine duyarlihig: farklidir (34).

Serbest oksijen radikallerinin, hiicrelerde hiperoksi olmaksizin, fizyolojik ve patolojik
olaylar sirasinda da meydana geldigi bilinmektedir. S6zkonusu radikalleri olugturan fizyolojik
olaylar mitokondriyal ve mikrozomal elektron transport zincirleri ve oksidan enzimlerin
(ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz, monoaminamin oksidaz, indolamin ve triptamin
dioksijenazlar ve galaktoz oksidaz gibi) katalize ettifi olaylardir. Fagositik hiicrelerin
mikroorganizmalan fagosite edip yoketmesi (respiratuvar patlama) sirasinda bol miktarda
radikal olugur. Insan fagositlerinde bulunan NADPH oksidaz, guicli bir siiperoksit anyonu
treticisidir. Aynica ¢ok sayida endojen faktorler de hiicrelerde serbest oksijen radikali
olusumunu artirir.

D. ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Hiicre ve ekstraselliller stvida, sitotoksik oksijen radikallerini daha az zararh duruma
getirmeye. galigan antioksidan savunma mekanizmalari vardr. Bu mekanizmalar normal
biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda olugan radikalleri notralize edebilirler. Ancak
hiperoksi, iskemiden sonra perflizyon, dokularda reaktif oksijen radikallerini olugturan
ksenobiyotiklere (tiitiin dumani, ozon, asbest vb.) maruz kalma ve bu radikalleri bol miktarda
olusturan aktive edilmig nétrofiller ile diger fagositlerin dokuda toplanmast gibi durumlarda
oksidan/antioksidan dengesi bozulursa antioksidan mekanizmalar yetersiz kalir ve sonugta
sitotoksik radikal etkinliZi artar , hiicre zedelenmesi ve hiicre dliimi geligir (34).

Antioksidan savunma mekanizmalannin baglicalan gunlardir;

1) Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iriinlere donugtiiren antioksidan
enzim sistemleri: katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutation redoks siklusu enzimleri
(glutation peroksidaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) gibi,

~ 2) Radikalleri yakalayip nétralize eden antioksidan maddeler: Insanda hiicre
membraninda oksidan zedelenmeyi énleyen E vitamini (alfa-tokoferol), hem ekstraselliiler

stvida ve hem de hiicrede antioksidan etkinlik gésteren ve é.ntiproteazlann oksidanlarla



inaktivasyonunu 6nleyen C vitamini (askorbik asit), indirgenmis glutation (GSH), iirik asit,
beta karoten (provitamin A), taurin ve yﬁksek molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus
ve albumin.

 3) Reaktif oksijen radikallerinin olugsmasini ve olusan radikallerin yayimasint
onleyen sistemler: Ferritin, transferin, laktoferin ve seruloplazmin ile mitokondrionlarda
~ dogal olarak olugan radikalleri suya indirgeyen mitokondriyal sitokrom oksidazdir. Bunlar,
hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonundan hidroksil radikali olugmasin1 katalizler, demir
ve bakir iyonunu da baglarlar.

Savunma mekanizmasi enzimlerinden sﬁperoksit- dismutazin ilag olarak
geligtirilmesine gahsﬂmaktadlr. Bu enzimin katalize ettii ilk basamaktaki reaksiyon
agafidaki gekilde gergeklegir:

20,+2H - H,0,+ 0,

Meydana gelen H0,, ufak miktarda ise indirgenmis glutation peroksidaz
tarafindan suya ve O, e dontgttrtlerek yok edilir ; eger fazla miktarda olusmugsa, daha
ziyade katalaz ile ve ayn gekilde yok edilir. Olugan H,O, , yok edilmezse, viiciittaki demir
ve bakir iyonlari tarafindan hidroksil radikallerine déniigtiiriliir.

Miyokard infarktiisii swasinda iskemiye ve trombolitik tedavi sirasinda
reperflizyona bagli olarak meydana gelen miyokard zedelenmesinde serbest oksijen
radikallerinin yer aldig1 bilinmekteydi. DNA rekombinasyon teknigj ile iiretilen stiperoksit
dismutaz enziminin hayvanlardaki deneylerde infarktiis alamim azalttidi ve perfiizyona
baglt bozuklugu duzelttifi bulunmustur. Bu enzim iltthap dokusunda meydana gelen
serbest oksijen radikallerini nétralize ettifi igin halen romatoid artrit tedavisinde de

denenmektedir.

E:SICAN EMBRiYO GELISIMI

Siganlar dogumdan sonra seksiiel olgunluga iki veya ligiincii aylarda ulagirlar. Digi
sicanlarin genital Sildusu_4—6 gtin sirer ve reprodiktif hayat: ortalama 1 yil kadardir (47).
Déney hayvanlarinda genital siklusa; Ostrus siklusu da denilmektedir. Ostrus diye
tanimlanan dénem ise hayvalarin kizginlik zamanidir. Ostrus zamaninin sonunda ovulasyon
olmaktadir (Sekil 1).
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Ostrus Siklusu

Progesteron Ostrojen { . Progesteron

r'S

Ovulasyon (Ostrojen) Ovulasyon (Ostrojen)

Progesteron Ostrojen l Progesteron
> | < > « > | < > —

Sekil-1: Siganlarin 6strus ve menstriiel sikluslar

Disi hayvanlarin ovulasyon zamanmin bilinmesi ve uygun zamanda erkek siganlarla
ciftlestirilmesi gerekmektedir (28). Ovulasyon zamanini tespit etmek igin agagidaki
yontemler kullanilabilir (2):

1)Bazal viiciit 1s1s1 gizelgesi,

2)Vaginal simir yontemi,

3)Serum progestron seviyesinin 6l¢tilmesi,

4)Servikal mukus kalite ve kantite tayini,

5)Endometriyal faz (sekretuvar faz),

6)Ultrasonografik ovulasyon tayini

Bu yontemlerden en kolay ve giivenilir olani vaginal simir yéntemidir.

Ovarian siklus ile vaginal siklusun birbirine parelellik gosterdigi ve vaginal simir
yontemiyle ovarian siklusun tayin edilebilecegi Long ve Evans tarafindan tarif edilmigtir
(46). ‘

Disi siganlarn vaginal simirleri incelendifinde ostrus siklusunun dort dénemden
olugtugu goruliir (28). Sekil-2.’de dstrus siklusunun donemleri ve vajinal simirde goriilen

hiicre tipleri gosterilmigtir.

11



SIKLUS FAZI

VAIINAL ~ HUCRE
SIMIR . TIP

SURE

OSTRUS

METAOSTRUS | i %47,

DIOSTRUS
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~—

'R ©ml

?

Kornifiye 12

SAAT
Kornifiye

-+ 21

Lokosit SAAT
Intermediyer

+ 57

Lokosit SAAT

| Intermediyer 12

SAAT

Sekil-2: Ostrus siklusunun dénemleri ve goriillen hiicre sekilleri.

Vajinal simirde goriilen hiicrelerin ozellikleri agagida gosterilmigtir:

1. Prodstrus: Bu devrede vajinal simiri meydana getiren hiicreler, ¢ekirdekli epitel
hiicreleri olup, bir kismi poligonal, bir kismi yuvarlak goriintgliidiir. Bazilarinda degisik
bityiiklikte vakuoller goriilir. Proodstrusun sonlarinda az sayida gekirdeksiz kornifiye

olmus hiicrelere de rastlanir. Bu devrede simirde l6kositler goriilmez.

2. Ostrus: Simir materyali yer yer yinlar halinde gekirdeksiz poligonal sekilli
hiicreler icermektedir. Bu hiicreler, dstrus devresinde kornifiye olan ytzeyel vajina epitel
hiicrelerinin  dékintileridir. Bu dévrede l6kositler bulunmaz, cekirdekli hiicreler de
Eulunmaz, yalniz 6strusun baglangicinda ve sonunda az sayida gekirdekli poligonal

hiicrelere rastlanur.
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3. Metaostrus: Bu devrede bol miktarda 1okositlerden bagka, baglangigta daha fazla
sona dogru daha seyrek olmak tizere gekirdeksiz poligonal hiicreler goriliir. Arada tek
titkk gekirdekli poligonal epitel hiicreleri de vardir. '

4. Didstrus: Simir materyali gekirdekli, bazis1 poligonal bazis1 yuvarlak goriiglii
epitel hiicreleri, bol miktarda l6kositler, yer yer mekik seklinde hiicreler ve bol salg
materyalinden olugmaktadir. Devrenin baglangicinda tek tiik gorilen gekirdeksiz hiicrelere
devre sonunda rastlanmaz.

Vaginal simirde goriilen hiicrelerin %67-97'si kornifiye hiicreler ise digi siganlarm
Ostrus doneminde olduklan kabul edilir. Bu disi siganlar 6strus doneminin gecesinde erkek .
sicanlarin yamna birakilir ve ertesi giin erkek siganlarin yamindan alnir. Bu gekilde kisa
sireli giftlegtirmelerde erkek siganlarin yanindan ahndiklart giin gebeligin birinci giinii
kabul edilir (28).

Disi smaﬁlar ciftlegtirme sirasinda erkek siganin kafesine birakilmalidir. Yani erkek
siganlarin  6nceden aligmig olduklart kafes ve althiklan (saman ve artiklari)
degistirilmemelidir. Ciflesme sirasinda, siganlarin rahatsiz edilmemeleri gerekmektedir.

Deney hayvanlanimn ostrus sikluslar, dogal olmayan laboratuvar kogullarindan
etkilenir (14). Ayrica bireysel farklihklarin da (beslenme, kronik hastaliklar gibi) vaginal
sikluslar1 degigtirdigi gorilmigtir (50).

Sican Embriyo ve Plasenta Gelisimi:

Ciftlesme sonrasi olusan gamet hiicresi, 2-3 gin sonra iki hiicreli hale, 5.giin
blastokist haline gelir. Implantasyon . giinden sonra olur (29).

Ovumun fertilizasyonundan doguma kadar olan geligim safhalan 6 donemde
incelenmektedir. Ik donemler; gametogenezis, fertilizasyon, yanklanma dénemleridir.
Diger ii¢ dénem ise; gastrulasyon, organogenezis, biiyiime ve histolojik farklanmadir.

Gastrulasyon; embriyoblast denilen hiicre yiglnmm, 3 germ yapragina (endoderm,
mezoderm, ektoderm) doniigmesidir. Organogenezisde ise bu ti¢ germ yaprafi daha alt
hiicre gruplarina béliiniir. Bunlardan organ ve organ sistemleri olugur. Bﬁyﬁm_e
dénemlerinde hiicreler, hem say1 hem de boyut olarak buytr. Farklanma déneminde ise
hiicreler, yapacaklan 6zel fonksiyonlarma gore kendilerine 6zgii bir degigim gééterirler.

Implantasyon sonrast sigan embriyosunun gelisimi Tablo IL'de gosterilmigtir. (30,
35)
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Tablo-II: Implantasyondan doguma kadar sigan embriyo gelisimi

Gebelik Giinii

Embriyolojik Karakterler

6

Blastokistin implantasyonu olur, trofoblastik hiicreler ve embriyoblast hiicreleri
endoderm y1gim halinde goriiliir, laminasyon gorilmez.

7

Basit koryonik villuslar vardir (firgasiz), embriyonik disk belirginlesir.
Embriyonik ve ekstra embriyonik boliimlerin farklanmasi baslar.

8

Trofoblastlar hizla farklanirlar, primitif ¢izgi, primitif dugiim ve kafa bolgesi
farklanir, mezoderm farklanmaya baglar, embnyonun uzun ekseni belirgin hale
gelir.

Oksipital somitler, noral plak ve erken ndral klvnmlar olusur.

10-10,5

-| Néral tiip kapanr, ilk beyin vezikiilleri, iist torasik somitler, iki adet visseral

yay, kalp, primordiyal goz ve kulak, endoderm farklanmasi ile barsak ve
primordiyal karaciger olusur. '

11-11,5

Alt torasik ve lumbar somitler, 4 visseral yay, kuyruk tomurcugu, kol ve bacak
tomurcugu, mezonefrik tiibil olugur. Sefalik ve kaudal kivrilmalarla embriyo
C harfi seklini alir. Mide, safra kanali ve mesane olusur. Kulak vezkiild, goz
vezikiilii, mandibuler yay, h1y01d yay, kalp ¢ikintisi, dorsal tarafta konveksite
goriliir,

12-12,5

Sekonder beyin vezkiilleri, sakral ve tst kaudal somitler, maksiller ve

‘frontonasal pargalar, el plagi, kulak timsegi farklanir. Mandibuler yay, hiyoid

ay1, kalp, on kollar ve karaciger ¢ikintis1 (6n kollar hizasinda) gorilir.

13-13,5

Kaudal somitler, el ve ayak plaklan, fasiyal yap1 ve yariklanmalar olugur.

' Maksiller yapi, letaral nazal yapilar, mandibuler yay, hiyoid yay, burun, arka

ayaklar, 6n ayaklar, kuyruk ve kalp ¢ikintisi gortilir.

14-14,5

Kaudal somitler, viicudun diizlesmest, kulak tiimseginin belirginlegmesi, pinna
olusumu, mandibula prekartilaji, 6n tarafta g6z ¢ifti, gonadlarda cinsiyet
belirginlesmesi olur. Maksilla uzermde biyik papillalarn goriliir. Parmaklar

belirginlesir.

15-15,5

Kaudal somitler, fasial yariklanmalarin kapanmasi, diaframin kapanmasi, én
tarafta gbziin tamamen olugmast, iki tane barsak kiviimi, burun bélgesinde iki
siral1 biyik papillasi, dig kulak kepcesi, gz kapaklan ve penceler gorilir.

16

Son kaudal somitler, bagin ggiis iizerinden kalkmasi, iskelette osifikasyonlarm
baglamast, biyiklarin 6 sira olmasi, parmaklarm ayrilmaya baglamasi, kuyruk |
gelismesi ve barsak kiviimlanimin_artmast gorilir.

17

Govdede kil papillalan, burundaki kil papillalarinin 7-9 sirah olmasi, kulak

kepgesi geligmesi, goz kapaklarmin belirginlegmesi, kuyrufun viicuttan

ayrilmasi ve barsak kiviimlarnin gelismesi gérilir.

18

On ayakta 4 parmagm ayrimasi, palpepral fissurun belirginlesmesi, ayakta
terminal uclarin belirginlesmesi ve umblikal herninin kapanmas: gorilir.

19

Umblikal heminin tamamen kapanma51 kollar ve kuyrufun tamamen
belirginlesmesi goriilir. i

20

Olusan yapilar ol&unlasmaxa devam eder.

21

Dogum gerc;ekleslr
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Siganlarda 9-13. giinler organlarin olustugu donemdir (55). Bu doénem plasental
gelisim igin ¢ok Onemlidir. Kemiricilerin plasentalar1 insanlardan farkhidir (15).
Kemiricilerde ters dénmiig kalici bir vitellus kesesi plasentasi (yolk sak plasentasi) primer
plasental yapidir. Bu yap: erken gelisim sonrasinda (implantasyondan hemen sonra)
goriilmeye baglar ve 8. giiniinden itibaren tiim gebelik boyunca fonksiyonel kalir. Vitellus-
kesesi duvarinda damar olusumlan goriliir ve allantoik tomurcugun koryonla fiizyonu ile
olugan koryo allantoik plasenta gebeligin 11. giiniinden itibaren fonksiyonel hale gelir (41).
Bu dénemde (11-13. giinlerde) uterusa giden total kan akiminda belirgin bir diigme olur
(15). Bunun sebebi desiduadaki azalmig kan akimidir. Yolk sak plasentada anjiogenetik ve
allontoik tomurcugun farklanmasi sirasinda trofoblastlar dolasan anne kami ile temasa
gegerler. Bu da gebeligin 8. giiniinde olur. Sigan embriyosunun plasentast; diskoid yapida
ve hemokoryal tiptedir. Hemokoryal tip plasentada; maternal ve fetusla ilgili dokular birbiri
iginde kapali bir sistem olugturmustur. Anne kapillerlerinin endotelleri yok olmugtur ve
anne kani koryon villuslan ile direk temas halindedir (32). Yani koryon villuslari anne kani

iginde yiizer durumdadir (Sekil-3).

Endometriyal
Stroma Anne Kant Trofoblast

Fetus damarlarinin bazal Fetus villuslarinin
membrani stromast

Sekil-3: Sigan plasentasinda anne ve fetus arasindaki iligkinin sematik goriinimii
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Sigan plasentasinin transvers kesitleri mikroskopik olarak incelendiginde belirgin
sekilde kan siniisleri gorilliir. Plasental bariyer (gaz alig verigi yapilan yer) incelendigi
zaman ise 3 ayn bolge goriiliir:

1.Labirint bolgesi: Anneye ait kan sintsleri ve fetusla ilgili trofoblast tiipleri iginde
fetusla ilgili kan damarlar bulunur.

2 Birlesme bolgesi: Fetusla ilgili damarlarin daha fazla bulundugu bélgedir.

3.Trofoblastik dev hiicreler bolgesi: Bu bolgede troblastik ait dev hiicreler goriiliir.

Bu yapiar anne ile fetus arasindaki abgveriglerin yapildigi, plasental bariyeri
olusturan bolgedir (59).

Teratojen Etkiler

Embriyo, gesitli teratojenlere maruz kalabilir. Embriyonun geligim evresi, teratojen
ajanlara olan hassasiyeti belirler. Prediferansiasyon devresi (fertilizasyondan bilaminar disk
olusumuna kadar olan devre, 0-8. giinler); teratojen ajanlara karst embriyonun direngli
oldugu donemdir. Bu donemde, ajanlara maruz kalirsa embriyo ya 6liir ya da etkilenmez
(58). Prediferansiyasyon sonrast embriyonik devre baglar. Embriyonik devre (9-13.
giinler); hiicre farklanmalarinin gok hizli oldugu ve embriyonun teratojen ajanlara en
duyarlh oldugu donemdir. Meydana gelen malformasyonlar, teratojenik etkinin
gergeklestiZi sirada duyarl olan organlara bagh ortaya cgikar. Fetusla ilgili evre (14-
21.giinler); organ sistemlerinin tamamlandi®i ve hiicrelerin boyutlarinin  biyidiigi
donemdir ve embriyonun teratojen ajanlara olan duyarhihg azdir. Bu dénemdeki teratojen
etkiler, fonksiyonel bozukluklara ve kiigiik malformasyonlara neden olurlar (43).

Teratojenler, hiicre fonksiyonlan ya da hiicre iiriinleri iizerine etkilidir. Teratojen
ajan; nikleik asit ya da protein sentezini azaltabilir, ekstraselluler matriksi degistirebilir ve
embriyonik hiicrenin yapisini olumsuz etkileyebilir (26,58).
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GEREC VE YONTEM

Bu calismada, agirliklari 180-270 gram arasinda degisen, Rattus Norvegicus cinsi,

albino siganlar kullanildi.
Toplam 120 disi siganin, vajinal simir kontroliinde 39 tanesinin dstrus zamaninda
oldugu tespit edildi. Bunlar birebir esleme metoduyla erkek siganlarin bulundugu kafeslere

yerlestirildi ve siganlarin 30 tanesi gebe kaldu.

Vaginal Simir Yontemi ile Ovulasyon Tayini:
"Basit Rastgele Ornekleme Metodu" ile secilen disi siganlarin vulva etrafi %70k
alkolle silinip temizlendikten sonra Sekil.-5’de gorildigi gibi tahta bir gubuk yardimiyla

vajina duvarindan siiriinti alindt.

Sekil- 5: Disi siganlardan vajinal simir alimmasl

Alinan siiriintii temiz bir lam tizerine yayilds, iizerine %70'lik alkol dokiilerek tespit
edildi. Tespit sonrast metilen mavisi ile boyandi. Mikroskopta incelendikten sonra
yaymalarinda % 70’den fazla kornifiye hiicre gorilen disi siganlann 6strus (kizginlik)

zamaninda olduklar kabul edildi.



Ostrus zamaninda olan disi siganlar ayni giiniin aksami erkek sicanlarin yanina
birakild. Ertesi giin erkek siganlarm yanindan alinan disi sicanlara tekrar vajinal simir
yapildi. Yaymalarinda sperm goriilen disi siganlarin, gebeligin birinci giiniinde olduklar
kabul edildi. ‘

Bu agamadan sonra gebe disi siganlar:

1. Kontrol Grubu (Normobarik),

2 Deney Grubu (Hiperbarik oksijen uygulanan)
olmak tizere 2 gruba aynldi Standart diyet ve gesme suyu ile beslenen deney grubu
siganlara, gebeligin 8 ve 12. giinleri arasinda 5 giin boyunca, her giin ayni saatlerde, 90
dakika HBO uygulandi.

Tablo-IIL Deney Plam

Gruplar Hayvan Sayisi Doz Uygulama Giin
Siiresi

Kontrol 10 Normobarik - Her giin

Deney 20 3 ATAHBO | 90 dak./gin 5 gin

HBO Diizenegi: (Sekil-6)

Sekil- 6: HBO uygulama diizenegi



Aragtirmada; uzunlugu 38 cm., i¢ ¢ap1 24.5 cm. olan silindirik bir basing odasi
kullanildi. Basing odasi, kapag: igeri dogru agilan, yanhsglikla basincin 5 ATA'nin lizerine
¢ikmast durumunda otomatik olarak igerisindeki gaz karisimini bosaltan, krom-nikel ve
gelik alagimindan imal edilmis bir diizenekten olusmaktaydi.

Ventilasyon sonucunda birikecek CO,'yi tutmak amaciyla soda-lime, nemi absorbe
edebilmek amaciyla da silika jel kullanildi. Yuksek basingli oksijen, ticari amagla
doldurulmus tiiplerden saglandi. Diizenek igerisindeki oksijen basinci, seans baglangicinda,
yavag yavag ve asamali olarak artirilarak 10 dakika sonunda 3 ATA'ya fikse edildi. 90
dakika siireyle basing sabit tutulup, ¢aligma bitiminde yine asamali olarak azaltilarak 5
dakika sonunda normobarik sartlara dontlda (39, 48).

Kontrol grubu olarak kabul edilen disi siganlara ise gebelikleri boyunca normobarik
atmosfer havast solutuldu.

Gebeligin 20. giiniinde deney hayvanlan Ketalar (Ketamin HCI) ile anestezi edilerek
dekapite edildi. Abdominal diseksiyon ile gikarilan embriyolar %10'luk fosfat tamponlu
nétral formalinde 15 giin siireyle tesbit edildi. Daha sonra doku 6rnekleri akar suda yikandi

ve agagida gosterilen islemlerden gegirildi.

A-DEHIDRATASYON
Alkol Derecesi Siire
%30 1 saat
%40 1 saat
%50 1 saat
%60 1 saat
%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%96 1 saat
%100 1 saat
%100 1 gece



B-SEFFAFLANDIRMA

Ksilol 1/2 saat

Kisilol 2 saat
C-INFILTRASYON

Parafin (60 °C etiivde) 1 saat

Parafin (60 °C etiivde) 1 gece
D-GOMME

Parafin

Hazirlanan parafin bloklardan Lipshaw tipi kizakli mikrotom ile 6 pm kalinhginda
kesitler alindi. Bu kesitler sirasiyla Hematoxilen-Eozin (H-E.) ve Masson trikrom ile
boyandi. BHS-2 tipi Olympus binokiiler mikroskopta  incelenen kesitlerden
mikrofotograflar elde edildi. Aym mikroskopda okiller mikrometre yardimiyla
morfometrik dlgiimler yapildi. Morfometrik galismalar igin x100 biyitme kullanild1.

Hiicrelerin sayim yapildigi bolgeler:

1.Beyin: Frontal korteksteki noronlar,

2 Bobrek: Sol bobregin korteksindeki glomeruler hiicreler,

3 Karaciger: Sol lobun ventral yiiziiniin altindaki htcreler (hepatositler),

Sayim yapilirken her doku igin 3 ayri kesitte, 4 farkl alan tarandi. Sayim sonrasi
bulunan degerler, milimetre karede hiicre sayist olarak ifade edildi.

Plasenta kalinlnligiin  olgilmesinde aymi mikroskop okileri kullanildi. x4
bityiitmede yapilan 6lgimler pm (mikrometre) cinsinden ifade edildi.

Embriyo ve plasentalarin agirhik 6lgimleri “Ohaus Scala” marka hassas terazi ile
gram cinsinden yapild1.

Sonuclar “ortalama + standart sapma” olarak verildi. ki grup arasindaki
kargilagtirmalar “embriyo agirhg”, “plasenta agirhgr” ve “plasenta agirhigi/embriyo agirhig
oran” kullanilarak  yapildi.  Agirliklarin  ve morfometrik  6lgiim  sonuglarinin
kargilagtiriimasinda Mann  Whitney- U Testi kullanildi ve p< 0.05 anlamli olarak
degerlendirildi.
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BULGULAR

Siganlarin giinliik vajinal simir kontrollerinde:

1-Prodstrus, 2-Ostrus, 3-Metaostrus, 4-Diostrus olmak iizere birbirinden ayrilan
dort devre gozledik. Bu devrelerin birinden digerine gegisi esnasinda kisa siiren ara
devrelerin varhg dikkati gekmigtir. Caligmamizda ara devreler, dort esas devre iginde
agiklanmigtir. Bu siklus devreleri 4-5 giinde bir tekrarlamakta olup bizim uzerinde
durdugumuz ostrus devresi 12-20 saat sirmistir. En uzun devrenin didstrus devresi
oldugu gozlenmistir.

Gebelikleri sirasinda HBO'ya maruz birakilan anne siganlarda, oksijen toksisitesi
bulgulanna rastlanmadi. Annelerin 20. gebelik giniinde ¢ikarilan fetuslar incelendiginde
herhangi bir dis gelisim bozukluguna rastlanmadi (Sekil-7). Yalmz bir tane fetusda umblikal

herni ve anterior néroporda kapanma defekti tespit edildi.

Sekil -7: Kontrol (a) ve HBO (b) grubu fetuslarin dis gérinimi
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Deney ve HBO grubu fetuslarin plasentalarin dis goriiniisii incelendiginde; HBO
grubundakilerin daha biiyiik oldugu goriilmustir (Sekil-8).

Sekil-8: Kontrol (a) ve HBO (b) grubu plasentalarinin dis gorinimi

Kontrol grubunda; embriyo agirhg 3,625 + 076 g, plasenta agirhigi 0,365 + 0,018 g,
plasenta/embriyo orai 0,101 + 0,005 bulundu. HBO grubunda; embriyo agurhg 3,275 + 0,064
g, plasenta agirhig 0,510 + 0,025 g., plasenta agirig/embriyo agirhig oram 0,156 + 0,007
bulundu.

iki grup arasnda embriyo agirh@ ortalamalan kargilastnldiginda, HBO grubunda
embriyo agirlig1 ortalamast kontrol grubuna gore daha disiiktii. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,01).

iki grup arasinda plasenta agirh ortalamalan karsilastinildiginda, HBO grubunda
plasenta agirhg ortalamast kontrol grubuna gore daha fazlaydi. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,01).
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Embriyo ve plasentasiin aguliklart Sekil-9’de  gosterilmigtir. Burada agirliklarm

bulundugu noktalarin degerleri lineer regresyon metodu ile birlegtirilmigtir.
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Sekil-9: Kontrol (%) ve HBO (<*) grubu embriyo ve plasentalarinin agirliklari

Iki grup arasinda plasenta

agirhigi/emriyo

agiligt  oranlan  (Sekil-10)

kargilagtirildiginda HBO grubunda oran yiiksekti ve bu fark istatiksel olarak anlamliyd:
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Plasentalarin, umbilikal damarlarin bulundugu yerden enine kesilmesi sonrast kalinlik
olgtimleri yapildi. Kontrol grubunda 2524 + 147 pm, HBO grubunda 3516 + 254 um olarak
bulundu. Bu fark anlamlydi (p<0.05). $ekil-11’de plasenta kalinliklari grafik halinde
gosterilmigtir.

—@esimEgE > X PAZMn>ru

HBO KONTROL
Sekil-11: Kontrol ve HBO grubundaki plasenta kalinliklarinin grafik halinde gosterilmesi

Embriyo kesitlerinin mikroskopik incelenmesinde; kontrol ve HBO grublarinda;
organ ve organ sistemlerinin histolojik goriinimlerinin farkli olmadiklari tespit edildi.

(Sekil-12).

Yalmiz HBO grubuna ait akciger kesitlerinde, interalveoler septumun kalinlastigt

tespit edildi (Sekil-13).
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Sekil-12-Kontrol (a) ve HBO (b) grubu sigan embriyolarinin sagittal kesitlerinin panoramik
goriniisii (Masson Trikrom, x1).
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Sekil-13. Kontrol (a) ve HBO (b) grubu sigan embriyolarinin akciger kesitleri. HBO
grubunda interalveoler septumun daha kalin oldugu (oklar) izlenmektedir (H-E., x10).
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Plasentalarin histolojik incelenmesi sonucunda; HBO uygulanan grupta plasenta

bariyerinin kalinlagtigi, birlesme bolgesinin genisledigi, labirint boliimiindeki siniislerin

capimin azaldigi gorildii (Sekil-14, Sekil-15).

Sekil-14: Kontrol (a) ve HBO (b) grubuna ait plasentalarin panoromik goriinimii. HBO
grubu plasentalarda birlesme bolgesinin genislemis oldugu (oklar) izlenmektedir (D: Dev
trofoblastik hiicreler, B: Birlesme bélgesi, L: Labirint bolgesi), (H-E.,4x).
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Sekil-15- Kontrol(a) ve HBO (b) grubuna ait plasentalar izlenmektedir. HBO grubunda
labirint bolgesindeki siniis gapt azalmistir (oklar) (H-E., x20).
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Kontrol grubunda, beyin hiicre sayisi; 558.7 + 6.1 / mm?, bobrek glomeruler hiicre
sayisi; 48.4 + 1.9/ mm?, karaciger hiicre sayisi ; 96.3 £ 1.8 / mm® idi. HBO grubunda ;
beyin hiicre sayist 560.0 £ 3.9 / mm®, bobrek glomeruler hiicre sayist 48.7 + 2.4 / mm’,
karaciger hiicre sayisi 91.7 + 1.8/ mm?® idi. Sekil-16’da beyin, karaciger ve bobrek glomeruler

hiicre sayst gosterilmistir.
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Sekil-16: Beyin, karaciger ve bobrekte glomeruler hiicre sayilarinin grafik halinde gosterilmesi.
Her iki grubun hiicre sayilan karsiastinldiginda; karaciger kesitlerinde; kontrol

grubundaki hiicre sayist ortalamasi, beyin-bobrek kesitlerinde; HBO'lu grupta hiicre sayist daha
fazlaydi. Ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
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TARTISMA VE SONUG

Yeni bulunan tedavi yontemlerinde, toksik ve teratojen etkilerin  bilinmesi
snemlidir. Teratojen etkileri ortaya koymak igin embriyo deneyleri gerekmektedir. Fakat,
embriyolarda galigma yapmak kolay olmamaktadir. Bu galismada; 6zellikle embriyo yaginin
ok kolay bir yontemle tespit edilebilecegi gosterilmistir.

Giinbay ve arkadaslari, siganlarin vajinal kontrollerinde 6strus siklusunu dort
doénem oldugunu bildirmislerdi (28).

Caligmamizda kullandigimiz  disi siganlarin vajinal simir kontroliinde, prodstrus,
ostrus, diostrus ve metadstrus olmak tzere dort devre gozlemledik. Bu gozlemlerimiz,
literatiir bilgileri ile uyumludur.

Simir kontrolii yapilan ve 6strus devresinde bulunduklan tespit edilen disi siganlar,
bir disi bir erkek olacak sekilde kafese birakilmigtir. Giinbay ve arkadaglar, ayni kafes igine
dort disi bir erkek sigan konularak giftlestirme yapilmasinin, gebe kalma ihtimalini
azaltigini gostermislerdir (28). Bizim calismamizda da ostrus zamaninda olan 39 disi
sigandan (bir erkek bir disi metodu ile) 30 tanesinin gebe kalmasi, Giinbay ve arkadaslarini
desteklemektedir. Ayrica erkek siganin kafesine disi siganin birakilmast &nemli bir
konudur. Erkek sigan, bulundugu yerden farkli bir kafese tasindigi zaman, ciftlesme
olmamaktadr.

Gunliik vajinal simir takibi yapilan, bazi siganlarin Ostrus siklus ritminin diizenli
olmadigini gozlemlendi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu konudan s6z edilmemisti. Bu
ritm bozukluguna; vajina duvarindan stiriinrii yapilirken, koitus benzeri bir durum olusmast
ve bu yalanct koitus sonrast olugan hormanal degisikliklerin neden olabilecegi distiniildii.
Genital sistemde koitus sonrasi olusan hormonal degisikliklerin, hamilelige hazrlik igin
olabilecegi diigtiniildii. Ostrus zamanin tespit etmek amaciyla her giin vajinal simir almak
yerine, ayni giiniin iginde sabah ve aksam (iki defa) yapilan simir kontroli ile 6strus
zamaninda olduklan tespit edilen disi siganlarin galismaya dahil edilmesinin daha uygun
olacag degerlendirilmektedir.

HBO uygulamasina sekizinci giinde baglanmugtir. Gebeligin ilk giiniinden bilaminar
disk olusumuna (9. ginii) kadar gegen siire icinde, embriyo dis etkenlere karst oldukga

direnglidir (55). Bilaminar disk olustuktan sonra embriyo teratojen ajanlara duyarli hale
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gelmektedir (58). Sigan embriyosunun plasentasinda trofoblastlarin anne kanuyla ilk temasi
8. giinde olmakta, 9. giinde ise embriyo hiicreleri farklanmaya baglamaktadir(15 ,41). Bu
nedenle erken donemde plasenta iizerine olan etkileri de incelemek igin HBO
uygulamasina 8. giin baglanmustir.

Bu galismada HBO uygulamasi 8-12 nci ginlerde olmug ve sigan fetuslarinda
konjenital malformasyona neden olacak teratojen bir etki goriilmemigtir. Bununla beraber
fetusla ilgili agirlik ve plasental agirlikta anlaml degisiklikler olmustur.

HBO uygulamasinda gesitli doz ve siireler denenmistir. Ferm, gebe hamsterlere 2
saat siireyle 4 ATA HBO uygulams, fetusla ilgili rezorbsiyonda artma, umbilikal herni,
yank damak, spina bifida, ayak malformasyonlari saptamistir (22). Fujikara, gebe
tavsanlara 15 saat siireyle 1.5 ATA HBO uygulamus, retrolental fibroplazi ve prematuritede
artma tespit etmistir (23). Telford ve arkadaslar, gebe siganlara (9. ve 14.giinde) 6 saat 2
ATA HBO uygulamislar ve fetusla ilgili rezorbsiyonda artma saptamuglardir (61). Aym
galigmayr Miller ve arkadaslari, 3 ATA 6 saat HBO uygulayarak yapmuslar ve kardiyo-
vaskiiler malformasyonlarin arttigini bildirmiglerdir (52). Grote ve arkadaglari, 9. gebelik
giiniinde tavsanlara 2 ATA 5 saat HBO uygulamig ,fetusla ilgili rezorbsiyonun arttigint
saptamuslardir (27). Bu galigmalarda, HBO uygulamasinin doz ve siiresi, ginimiizde
uygulanan tedavi dozu ve siirelerinden gok farkhdir. Bu galigmalarda gorilen
malformasyonlar, toksik dozda HBO kullanilmast sonucu geligmis olabilir.

Ferm, gebe hamsterlere terapdtik doza daha yakin dozda (3 ATA 3 saat HBO)
uyguladigi zaman, higbir malformasyona rastlamadigin bildirmistir (22). Bizde terapotik
dozda HBO uygulandigi zaman malformasyonlarin goriilmeyecegini diisiinmekteyiz.

Bu galigmada uygulanan HBO basinct insan igin kullanilan tedavi basinciyla aynidir
ve bu miktar siganlar igin fazla olarak disinilmustir. Bu yiiksek oksijen basincinda bile
sigan embriyolarinda malformasyon olugmamustir. Fetusla ilgili anormallik ve varyasyonlar
daha 6nce rapor edilen bilgilerle uyumludur. Bu yaklasik %60.4-0.8 arasindadir(54).

HBO uygulamast pek ¢ok hastaligin tedavisi sirasinda denenmistir.

Van Hausen ve arkadaslari CO zehirlenmelerinde akut HBO uygulamasinin anne
ve fetus da meydana gelebilecek 6liim ve deformite riskini azalttigin bildirmiglerdir (62).

Cho ve Yun, gebe siganlari karbonmonoksite maruz biraktikdan sonra 3 ATA 20

dakika HBO ile tedavi etmisler ve karbonmonoksite maruz kalmig ama HBO
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uygulanmamig grubtaki fetus rezorbsiyonunun, HBO uygulanan gruba goére daha fazla
oldugunu bildirmislerdir (18).

Gilman ve arkadaslari, dekompresyon hastaligina maruz biraktiklart gebe
hamsterlere 2.8 ATA 1 saat HBO uygulamiglar, kontrol grubundaki (dekompresyon
hastaligi olup da HBO uygulanmayan) fetuslarla karsilagtinldigi zaman, iki grub arasinda
bir fark bulunmadigini bildirmiglerdir (25).

Proshina ve arkadaglar, intrauterin gelisme geriliklerinde HBO uygulamiglar ve
fetusun geligmesini ultrasonografi ile takip etmigler ve bu uygulamayla hipoksik bulgularin
azaldigim, fetusla ilgili hareketlerin arttifini tespit etmislerdir. Ayrica herhangi bir
teratojeniteye rastlamadiklarini bildirmislerdir (56).

HBO tedavisi uteroplasental yetmezlik vakalarinda denenmis ve tam iyilesme
saptanmigtir. Diisiik tehtidinde de kulanilmig ve bunlarda gebeligin daha uzun siire devam
ettigi saptanmugtir (36).

New ve Cappola sigan embriyosu kiiltir ortamima HBO uygulamiglar ve
embriyolarin gelisiminin hizlandigini tespit etmislerdir (53).

Insan gebeliklerinde erken aylarda HBO uygulamasinin diisiik tehlikesi tagidig:
konjenital malformasyona yol agabilecegi diistiniilmektedir. Toksik etkiye en hassas organ
sinir sistemidir. Ama sinir sistemi malformasyonlan higbir galigmada tammlanmamustir. Bu
konuda daha fazla galigmaya ihtiyag vardir.

Gebelikte HBO kullanimi ile ilgili en genis galigma, Rusya’da 700 gebe kadin
tizerinde yapilmugtir. Fetusla ilgili hipoksi ve hipotrofi ile komplike hale gelen gebeliklerin
tedavisinde HBO kullanilmigtir.  2-3.trimestirde  HBO kullanilan  komplikasyonlu
gebeliklerin  durumlarinin  (maternal kalp hastaligi, anemi, hipertansiyon, nefropati,
fetoplasental yetmezlik gibi) kontrol grubundan, yani ayni komplikasyonlart olup da HBO
ile muamele edilmemis grubdan daha iyi oldugu gézlenmistir (1,63).

Ayrica gebelik toksemisinde (1-3 diizeyinde nefropatisi bulunan ) de HBO
uygulanmig ve nefropatinin iyilestigi saptanmugtir. Diabetik gebelere HBO uygulandigt
zaman, genel bir iyilesme , kan glukoz seviyelerinde diisme ve %92 gebelikte normal
stirede (37-38. haftalarda ) dogum gorillmistir (36).

Sapuner ve arkadaglar, gebe siganlara (8-12. giinlerde) 2.8 ATA 1.5 saat HBO

uygulamislar ve fetuslarda herhangi bir toksik ve teratojen etki gérmemislerdir. HBO

32



uygulanmig grupda, plasenta aguhgmnin arttigii, fetus agirhgimin  azaldigim tespit
etmislerdir (59). Bizim galismamizdaki bulgular, Sapuner ve arkaslarini desteklemektedir.

Annenin soludugu havadaki kismi oksijen basincinin artmast gesitli etkilere neden
olmaktadir Battaglia ve arkadaglan; uterus damarlarinda oksijen basincimin artmast
umbilikal damarlardaki kismi oksijen basincinin artmasina neden oldugunu fakat buna
ragmen fetusla ilgili arteriyal kismi oksijen basinglarinda nispeten daha az bir artig
oldugunu bildirmislerdir (5). Birkag insan galismasinda maternal hiperoksi, fetusla ilgili
oksijenizasyonu artirmugtir (44).

HBO grubu plasentalarinda, labirint duvar kalinligi artmus, siniislerin  gapi
azalmigtir. Plasental bariyer de kalinlasmistir. Bu bulgular; HBO'nun koryoallantoik
plasenta gelisimini etkiledigini gostermektedir. Plasental bariyerde goriilen histolojik
degisiklikler; hiperoksi sonucu gelisen lipid peroksidasyonu ve aktif oksijen radikalleri
(siiperoksit anyonu,hidrojen peroksit, hidroksil radikali)’nin neden oldugu hiicresel
degisikliklere bagl olabilir (6,31).

Hiperoksik sartlarda plesanta ve fetusu gesitli faktorler etkiler. Aktif oksijen
radikalleri, plesantal kan akimi, damar sisteminin adaptasyonu, bariyer kalinhigindaki
degisiklikler bu konuda etkili olan faktorlerdir(65). Intrauterin hemodinamikler fetusla ilgili
oksijenizasyonda 6nemli bir faktor olarak disiniilmiistiir(15).

HBO uygulamasi; annede periferal vazokonstriiksiiyona, pulmoner vazodilatasyona
ve sonug¢ olarak kanin merkezde toplanmasina neden olur. Bu olaylar, plasentanin
bitylimesinden, kan akiminin azalmasindan ve plasental bariyerin kalinlasmasindan sorumlu
olabilir. Izole plesantal dokularda ve umbilikal damarlarda yapilan galismalarda HBO
uygulamasinin vazokonstritksiyona neden oldugu gosterilmistir (22). Hipokside uterin kan
akiminin artmast ve hiperokside bu kan akiminin azalmas fetusla ilgili dengeyi saglamak
amaciyla olmaktadir . Uterusda artmis kan akimi maternal yasam igin tehlikeli olabilir (49).

Oksijen uygulamasindan sonra plesantal doku normobarik durumu hipoksik olarak
kabul etmekte ve kendisini biyiiterek bunu kompanse etmege c¢aligmakta diye
diigiiniilebilir. Sonugta olusan plesanta biiyiklugundeki artig, intrauterin biiyiime
yetersizligini 6nleyemeyebilir. Diisiik fetusla ilgili agirhk, HBO uygulamasindaki direk
oksijen toksisitesine de bagl olabilir. Fakat bu ¢alismada bu mekanizmalar1 ayirt etmek

miimkiin degildir.
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Direk oksijen toksisitesinin de plasenta degisikliklerine neden olabilecegi
dusiinilmektedir. Bu olay bir gesit korunma mekanizmasi olabilir. Korunma amaciyla
plesantal bariyer kalinlasmakta, labirintteki kan siniislerinin ¢api azalmaktadir. Boylece
plesanta bariyerindeki diffizyon azalmakta, fetusu ilave oksijenin zararlarindan korumak
miimkiin olmaktadir.

Son galismalarda akut maternal oksijen inhalasyonu ile uterus kan akiminda azalma
olmadigi ve plesantal solunum fonksiyonlarini etkilemedigi gosterilmistir (5,49). Siirekli
HBO’ ya maruz kalindiginda ise gozlenen dolagim degisiklikleri; kalp hizinda azalma,
parsiyel CO, basincinda hafif azalma, arteriyal basingta artma seklindedir (7,49). Kan
basinct ile plasental agirlik arasinda siki bir korelasyon vardir. Yani kan basinct artikca
plasenta buyiiklugu de artmaktadir. (4).

Onceki yapilan galismalarda teratojen etkiler, genellikle dig goriiniigiin incelenmesi
ile ortaya konulmaya caligilmis, histolojik degisiklikler hakkinda bilgi verilmemistir. Bu
caligmada, fetusun dig gortnisii ve agirlik Slgiimlerinin yaninda histolojik incelenmesi de
yapilmigtir.

Gebe olmayan yetiskinlerde yapilan calismalarda, yiiksek oranlarda HBO
uygulamasinin akciger, karaciger ve merkezi sinir sisteminde toksik etkillere neden oldugu
bildirilmistir(20,8).

Bu ¢alismada, deney ve kontrol grubu fetuslarin akciger, bobrek, karaciger ve
beyin dokulan arasindaki farklari ortaya koymak igin organlar istk mikroskobu ile
incelenmigtir. Daha 6nce yapilan galismalarda bu sekilde histolojik kargilagtirma
yapilmamugtir.

Karaciger, bobrek ve beyin dokusunun histolojik gériiniimleri arasinda herhangi bir
fark goremedik. Hiicre sayilari kargilagtirildiginda da anlaml bir fark bulunamad:. Yalniz
akciger dokusu incelendigi zaman, HBO uygulanan grubta interalveoler septumun kontrol
grubuna gore daha kalin oldugunu gozlemlendi.

Dawis ve arkadaslari, hiperoksiye bagli insan akciger alveoler yapilarinda reversibl
degisiklikler gordiiklerini bildirmislerdir (19). Deneke, yetiskin siganlarda yaptig:

caligmalarda interalveoler septumun kalinlastigini tespit etmistir (20).
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Yetigkinlerde HBO uygulamasinin bir yan tesiri olarak ortaya ¢ikan akciger
belirtilerinin  fetusda da goriilmesi, fetusun hiperoksiden benzer sekilde etkilenmis
olabilecegini diigindirmektedir.

Daha onceki calismalarda, HBO uygulamalarinda gelisen akciger toksisitesinin
mekanizmast ile ilgili gesitli gortsler bildirilmistir.  Seratonin  ve prostoglandin
metabolizmasindaki distsler, serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu gibi
olaylar, akcigerlerde meydana gelen degisikliklerden sorumlu olabilir (33,37).

Fetus akcigerlerinde olusan degisikliklerin, HBO tedavisi sonrasinda (dogumdan
sonra) akciger fonksiyonlarini ne sekilde etkiledigi bu gahismada aragtirlmamigtir. Dogum
sonrast yapilacak galismalarla, yavru siganlarda kalict bir hasarin olusup olusmadig: tespit
edilebilir. ‘

Yetiskinlerde ortaya g¢ikan hiperoksi toksisitesinin zararh etkilerinden korunmak
igin gesitli tedbirler alinmaktadir. Baodi ve arkadaglari, HBO’nun neden oldugu hasarlara
kargt antioksidan ajanlar kullanmis ve koruyucu roliiniin oldugunu bildirmislerdir (10).

Gebelere HBO tedavisi uygulanacaksa, yukaridaki bilgilerin 1s1g1 altinda HBO
tedavisi ile birlikte antioksidan ajanlarin (C ve E vitamini gibi) da kullamilmasinin, fetusda
olugabilecek hasarlari azaltacagi beklenebilir.

Sonug olarak sicanlarda HBO uygulamasi ¢ok az teratojeniktir. Bliyiik oranda
fetus ve plasenta agirliklarim etkilemektedir. Ayrica fetus akcigerlerinde bazi degisikliklere
neden olmaktadir. Olusan degisikliklerin, dogum sonrasi yavrularda kalici hasarlara neden
olmayacagi kanaatindeyiz. Bu sonuglar 15181 altinda gebelerde HBO uygulamasini

gerektirecek endikasyonlarda korkmadan uygulanabilir, diyebiliriz.
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OZET

Bu ¢alismanin amaci HBO'nun sigan embriyosu (izerine toksik etkilerini
arastirmaktir. Disi ve erkek siganlar bir gece ¢iftlestirilmis ve ertesi giin vajinal simirlerinde
sperm tespit edilen disi siganlarin gebeligin birinci giiniinde olduklari kabul edilmistir. Gebe
siganlara 8-12. giinlerde HBO uygulanmugtir. Kontrol grubu olan siganlar normobarik
atmosfer havasina maruz birakilmustir. Gebeligin 20. giiniinde abdominal diseksiyon ile
fetuslar gikanlmis ve yapilan- 6lgiim ve incelemelerde HBO uygulanan grubtaki
embriyolarin vicit agirhiginda azalma, plasenta agirliklarinda artma saptanmustir. Bu
grupta herhangi bir organ ve dig goriiniiy anomalisi saptanmamugtir. Akcigerlerde ise
interalveoler septumun kalinlagtigi gozlenmistir. Buradan HBO'nun malformasyon
olugturacak giiglii bir teratojen ajan olmadigi ve olusan degisikliklerin dogum sonrast yada
cesitli anti oksidan ajanlarin kullaniimast ile diizelebilecegi kanaatine varilmugtir.

Sonug olarak giinimiizde tedavi amagh kullanilan HBO uygulamasi terapotik

dozlarin asgilmamasi koguluyla gebe bayanlarda da kullanilabilir.
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SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the toxic effects of hyperbaric
oxygen (HBO) on rat embryos. After overnight pairing of families with males, conception
was confirmed by vaginal smears and that day firth. Pregnant rats were exposed to
hyperbaric oxygen for 5 consecutive days (8-12 days of gestation).

The control group was exposed to normabaric atmospheric air. On the morning of
gestation day 20th, fetuses were removed after abdominal dissection. The fetal body
weight was reduced and the placental weight increased in the groups exposed to HBO.
The HBO treatment did not induce any embryonic abnormalities. There was a significant
increase in the thickness of interalveoler septum in HBO group. These data suggest that
HBO is not potent at inducing malformations and that embryotoxic effects could be
prevented by using antioxidant agents.

In conclusion, HBO can be safety used for pregnant patients.
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