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OZET
Gorgii N, Tavsan Bobrek Dokusunda Eswl ile indiiklenen Oksidatif Hasar Uzerine

Antioksidan Taurin Ve Ozon Terapi Etkilerinin Biyokimyasal Ve Histomorfometrik
Karsilastirilmasi. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dah Uzmanhk
Tezi, KIRIKKALE, 2011.

Bu calismanin amaci; antioksidan etkiye sahip bir aminoasit olan taurin ve potansiyel
oksidatif toksik etkilerine ragmen uygulama dozuna bagh olarak oksidatif strese bagli doku
hasar1 tlizerine koruyucu etkileri olan ozon ESWL’nin yol actig1 bobrek dokusu oksidatif
hasar1 lizerine etkilerini tavsan modelinde karsilastirmaktir.

Calismada ortalama yaslar1 5,76+0,12 ay (5-8 ay) ve ortalama agirliklar1 2518,33449,8
gr (2200-3500 gr) olan 30 adet eriskin (15 disi, 15 erkek) Yeni Zelanda Albino tipi tavsan
kullanild1. Denekler esit sayida denek iceren bes ¢alisma grubuna ayrildi. Grup I kontrol
grubu olarak degerlendirildi. Grup II (ESWL): Sag bobrege giin asiri, iic seans ESWL (18 kV,
2000 sok dalgasi) uygulandi. Grup III (ESWL+ Taurin): 7 giin 7,5 mlkg/giin dozda
intraperitoneal (i.p.) taurin (%10’luk sulu ¢bzelti) uygulamasini takiben giin asir1 ii¢ seans
ESWL uygulamasi yapildi. Grup IV (ESWL+Ozon terapi): 7 giin, giin asir1 2 mg/kg dozda
1.p. ozon terapi uygulamasini takiben giin asir1 iic seans ESWL uygulamasi yapildi. Grup V
(ESWL+ Taurin+Ozon terapi): 7 giin siire ile i.p. taurin yam sira giin asir1 i.p. ozon terapi
uygulamasi yapildiktan sonra giin asir1 ii¢ seans ESWL yapildi.

Izole edilen bobrek dokularinda biyokimyasal olarak MDA, NO, t-SH, SOD, GSH-Px,
Katalaz diizeyi dl¢itimleri yan1 sira histomorfometrik incelemeler gerceklestirildi.

Sonuglar degerlendirildiginde, ESWL uygulanan tiim gruplarda katalaz degerlerinde
hafif bir artis izlenirken, tek basmna taurin veya tek basma ozon terapi uygulamasmnin
ESWL’nin yol actig1 artist engelledigi; hatta kontrol degerlerinin de altina diistirdiigi
saptandi. ESWL sonras1 taurin ve ozon terapinin birlikte uygulandigi grupta ise katalaz
diizeyinin ESWL sonras1 degere kiyasla anlaml diizeyde diistiigii gozlendi. GSH-Px, SOD,
MDA diizeylerinin ise anlamli olmamakla birlikte ESWL sonrasi arttig1, taurin ve/veya ozon
uygulamasi sonrasi ise kontrol degerlerinin de altinda bir diizeye indigi; t-SHnin ESWL
sonrast kismen artmasina ragmen taurin ve/veya ozon terapi uygulamasi sonrast kontrol
degerlerine diistiigii;, ESWL uygulamasi sonrasi artan NO diizeyinin ise taurin ve/veya ozon
terapi uygulamasi sonrasi daha da yiikseldigi tespit edilmistir. Histomorfometrik incelemede

ise ESWL uygulamasinin olusturdugu doku hasar1 {izerine taurin ve ozon terapi
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uygulamalarinin anlamli olmamakla birlikte koruyucu etkilerinin oldugu, iki yontemin birlikte

kullanilmasinin ise ESWL hasarin1 anlamli sekilde engelledigi gosterilmistir.

Sonug olarak, ozon terapi ESWL uygulamasinin indiikledigi oksidatif doku hasarmi
azaltmakta ve ozellikle diger antioksidan ajanlar ile birlikte kullanildiginda koruyucu etkisi

daha belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir.



ABSTRACT
Gorgu N, Bichemical And Histomorphometric Comparison Of The Effects Of
Antioxidant Taurine And Ozonotherapy On Ewsl Induceed Oxydative Stress In Rabbit
Kidney Tissue . Department of Urology, Faculty of Medicine, University of Kirikkale,
Kirikkale, Turkey.

The aim of the present study is to compare the effects of taurine which is an
aminoacide showing antioxidant effect, and ozone therapy which has protective role
depending on application dose even though expressing some potential oxidative effect on

ESWL induced oxidative damage in rabbit kidney tissue.

A total of 30 adult (15 male and 15 female) New Zealand Albino rabbits having an
average age of 5.76+£0.12 months (5-8 months) and average weight of 2518.33449.8 gram
were used in the study. All subjects were divided into five working groups including equal
number of subjects in each group. Group I was considered as control group. Group II
(ESWL): ESWL was performed on the right kidney for three sessions on alternate days (18
kV, 2000 shock wave). Group III (ESWL+Taurine): Three session of ESWL on alternate days
was performed following the administration of 7.5 ml/kg/day dose of intraperitoneal taurine
10% for 7 days. Group IV (ESWL+Ozone therapy): Three session of ESWL on alternate days
was performed following the administration 2 mg/kg/day dose of intraperitoneal ozone
therapy for 7 days. Group V (ESWL+Taurine+Ozone therapy): Three session of ESWL on
alternate days was performed following the administration of 7.5 ml/kg/day dose of
intraperitoneal taurine 10% as well as 2 mg/kg/day dose of intraperitoneal ozone therapy for 7
days.

Malondialdehyde, nitric oxide, total sulthydryl groups, superoxide dismutase,
glutathione peroxidase, catalase levels were measured biochemically in isolated kidney tissue

as well as histomorphometric investigations.

When the results are evaluated, while catalase levels slightly increased in all ESWL
performed groups, it was observed that only taurine or only ozone therapy inhibited that
increment, even though, decreased below than control values. It was also seen that catalase
level decreased significantly in ESWL after taurine and ozone therapy applied together when
compared to the value observed after ESWL. It was observed that although glutathione

peroxidase, superoxide dismutase, malondialdehyde levels increased insignificantly after
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ESWL, they decreased to a level lower than the control values after taurine and ozone therapy
application; despite partially increase of total sulfhydryl groups after ESWL, it decreased to
control values after taurine and ozone therapy application; increased nitric oxide level after
ESWL application was found even more raised after taurine and/or ozone therapy
administration. In the histomorphometric investigation, it was seen that taurine and ozone
therapy had some protective effects on tissue damage induced ESWL. Also using two
methods together was found to be more protective meaningfully.

As a result, ozone therapy reduces the ESWL induced oxidative tissue damage, and the

protective effect appears to be clearer when used in conjunction with other antioxidant agents.
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EXTRACORPOREAL SHOCK WAVE LITHOTRIPSY (ESWL)

1.1. Tarihce ve Genel Bilgiler

Beden dis1 sok dalgalariyla tas kirma, iiriner sistem taslarmin tedavisinde
onemli bir gelismedir. 11k olarak Sovyetler Birligi’nde 1950’lerde taslar1 par¢alamak
icin sok dalgalarindan yararlanma fikri ileri siirilmiistiir. Bu sirada bir Alman ugak
sirketi olan Dornier firmasi, siipersonik ucaklarm istiindeki piiriizleri incelerken
atmosferde ucagm kanatlarina c¢arpan yagmur damlalarinin olusturdugu sok
dalgalarinin sert bir cismi asmdirabilecegini saptanmistir. Bu incelemeler
dogrultusunda yapilan calismalar sonucu beden dis1 sok dalgalariyla tas kirma
(Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy = ESWL) yontemi gelistirilmistir (1-3).

Ilk caligmalar Almanya’da 1974 yilinda baslayrp 1980 yilma kadar devam
etmis; 1980 yilinda Dornier firmasi tarafindan Human Machine-I (HM-I) cihazi
iiretilmis ve 20 Subat 1980 yilinda diinyada ilk defa bir hastanin tas1 kirilarak tedavi
edilmistir. HM-I cihaz1 1982 yilinda HM-2’ye ve 1983 yilinda genis Olglide
uygulama alan1 bulan HM-3’e modifiye edilmistir. Aralik 1984’de FDA onay1 ile
Avrupa, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde HM-3’un kabul gérmesi, diinya
capinda daha etkin bir sekilde kullanilmasimi saglamistir. Daha sonra 1986 yilinda
iretilmeye baglanan HM-4 cihazinda ise 6nceki cihazlarda bulunan su havuzu yerine
su yastik¢ig1 sistemi kullanilmis ve 6zellikle sirt listii pozisyonda kirilabilen iireter alt
uc taslar1 rahatca kirilabilir hale gelmistir. Bu cihazlarla diisiik maliyet, agrisiz
uygulama, ¢ok yonlii ve kolay kullanim amag¢lanmistir. Etkili sok dalga enerjisi
elektrohidrolik sistem disinda elektromanyetik ve piezoelektrik gibi diger
elementlerden de elde edilir hale gelmistir. Bugiin diinyada ve iilkemizde daha az
invaziv olmas1 nedeniyle iiriner sistem taslarinin tedavisinde ilk tercih edilen tedavi
yontemi haline gelmistir (1-3).

Uriner sistem tas hastaliginin yiiksek oranlarda niiksetmesi, is giicii ve maddi
kayba yol agmasi, agik cerrahinin travmatik olmasi, postoperatif komplikasyonlara
neden olmasi gibi sebeplerden dolay1 daha az invaziv ve daha az is giicii kaybina yol

acan ve hastanede yatig suresini kisaltan yontemler diisiiniilmiistir. ESWL viicut



disindaki bir kaynaktan elde edilen ses dalgalarmin sok dalgalar1 haline getirilip tasa
gonderilmesi suretiyle tasin pargalanmasinin saglandigi minimal invaziv bir
yontemidir.  Perkiitan nefrolitotomi (PNL) ve {reterorenoskopik litotripsi gibi
yontemlerin de kullanima girmesi ile tas cerrahisinde 6nemli degisiklikler olmustur.
Ancak bu iki tedavi yOntemi ameliyathane sartlarinda yapilmasi ve anestezi
gerektirmesi nedeniyle ESWL nin popiilerligini azaltmamistir (3).

Biitin ESWL cihazlarinda bulunan ana sistemler asagidaki parcalardan

olugmaktadir (3):

1. Enerji kaynagi
2. Enerji iletim sistemi ( komplet su yatagi, parsiyel su yatagi ve su yastigi )

3. Goruntileme ve odaklama sistemleri.

1.Enerji Kaynagi Sistemleri

Litotriptorler1 birbirinden ayiran gergek fiziksel karakteristik sok dalgasi
dretim yontemidir. Sok dalgas1 tretiminde kullanilan baslica enerji kaynagi

sistemleri sunlardir (1-3):

a. Spark gap sistemi (elektrohidrolik)
b. Elektromanyetik sistem

c. Piezoelektrik sistem

a. Spark gap (elektrohidrolik) sistem: Bu sistemde sualt1 iki elektrot araciligi
ile yiiksek voltaj desarj1 sonucu su plazmaya doniistiiriilmekte ve olusan patlayici
etkiyle sok dalgasi olusturulmaktadir. Metal bir elipsoidin f-1 odagina yerlestirilen
elektrotlarin patlamasi1 swasinda olusan sok dalgalar1 elipsoidin yiizeyinden
yanstyarak -2 odagindaki tasa ulasir. Bu jeneratorlerin en belirgin iistiinliigii bobrek
taglarin1  kirmadaki etkinligidir. Dezavantaji ise sok dalga enerjisinin yiiksek

degiskenlik (£%45) gostermesi ve enerjisinin gittik¢e azalmasidir (1-3).



b. Elektromanyetik sistem: Bir elektromiknatisin bir membrani ¢ekip
birakmasi sirasinda olusan enerjinin akustik merceklerle odaklanmasi esasina
dayanir. Sok sirasinda olusan ses ve enerji spark gap sistemine gore daha diisiiktiir.
Ancak, sok dalga enerjisi %3’ten daha az degiskenlikle oldukca yiliksek oranda ve
enerjisi azalmayacak sekilde tekrar iiretilebilmektedir. Bu nedenle enerjisi fazla

degiskenlik gostermedigi i¢in en uygun sistemdir (1-4).

c. Piezoelektrik sistem: Bir kiire parcasi iizerine ¢ok sayida piezoelektrik
elemanlar yerlestirilmistir. Bunlarm ayni anda titresimiyle ortaya ¢ikan enerji
kiirenin merkezinde odaklanmaktadir. Agr1 ve ses diger cihazlara gore daha diisiik
olmakla beraber tasin kirilmasi i¢cin daha ¢ok seans gerekmektedir. Bu sistemin

dezavantaji sok dalgasi iiretim cithazi ¢capinin fazla genis olmasidir (1-5).

Spark gap gibi noktasal sok dalgasi iireten sistemlerde odaklama amaciyla
elipsoid bir yansitic1 kullanilmaktadir. Buna karsin piezoelektrik sistem gibi diizeysel
sok dalgasi iireten sistemler sok dalgasi iiretim cihazinin 6zel kiiresel bir geometri ile
diizenlenmesiyle odaklama yapabilmektedir. Elektromanyetik sistemlerde ise sok

dalgalarinin odaklanmasi i¢in akustik bir lens kullanilmaktadir (4,5).

2.Enerji iletim sistemi

Ener;ji kaynaginda meydana gelen sok dalgalarinin iletimi i¢in en uygun ortam
olarak hava kabarcig1 olmayan serum fizyolojik kullanilmaktadir. Ilk ESWL cihazi
olan HM-3"de hasta viicudu su banyosuna sokulurken Technomed ve Wolf firmalar1
yalniz bel kisminin suya temas ettigi cihazlar1 imal etmisler; daha sonra i¢cinde su
bulunan bir membranin viicuda temas ettigi kuru sistem olarak ifade edilen cihazlar
kullanilmaya baglanmistir. Bu sistemlerde enerji, membran iginde bulunan su
araciligiyla iletilir. Membranin viicuda temas ettigi kisma hava kabarcig1 kalmamas1
ve iletimin saglanmasi i¢in Ozel bir jel siiriiliir. Giiniimiizde artik biitiin cihazlar
membran temaslh olarak iiretilmektedir. Boylece hasta 1slanmadigi i¢in daha temiz ve

seri tedaviler yapilabilmektedir (4,5).



3.Goriintiileme ve odaklama sistemleri

Litotriptorlerde tasin goriintiilenmesi i¢in ii¢ ¢esit odaklama sistemi

kullanilmaktadir (1-3). Bunlar:

a. Floroskopik odaklama
b. Ultrasonik odaklama
c. Ultrasonik-floroskopik odaklama

a. Floroskopik odaklama sistemi: Floroskopik odaklama sistemlerinde
nonopak taslar disinda driner sistemin biitlin lokalizasyonundaki taglarin
goriintiilenmesi ve kirilmas1 dnemli bir avantajdir. Ureterlerde obstruksiyon yapan
taglar radyopak madde verilerek floroskopi ile goriintiilenebilir ve obstruksiyonun
oldugu veya tasin sliphelenildigi noktaya ESWL uygulanmasi1 miimkiin olabilir (1).

Uygulama sirasinda alinan radyasyon miktar1 hasta i¢in klasik filmler
sirasinda alinanlara gore oldukca diistiktiir. ESWL’yi uygulayan ve devamli odada
bulunan saglik personeli i¢in ise rontgen tiipiinden bir metre mesafede duruldugu
taktirde kabul edilebilir diizeydedir. Bazi litotriptorler radyasyon yayilimimni en aza
indiren komputerize otopozisyon sistemlerine sahiptirler. Odaklama tas goriildiikten
sonra 90° goriis acistyla once bir diizlem tizerinde odak noktasma getirilir ve oblik
goriis acistyla ylikseklik ayarlanir. Floroskopi ile odaklama 200 soktan sonra kontrol
edilmelidir (1).

b. Ultrasonik odaklama sistemi: Ultrasonik odaklama sisteminde radyasyon
riskinin olmamasi, nonopak taslarin rahatlikla lokalize edilip kirilmasi, 3mm’ye
kadar kii¢iik fragmanlarin kirilabilmesi, aletlerin daha ucuz olmasi gibi avantajlar1
vardir. Ultrasonik monitorizasyonda hava baloncuklar1 tas fragmantasyonlarmin
degerlendirilmesinde yanilmalara yol acabileceginden her 200-300 sok dalgasindan
sonra kisa bir siire ara verilmelidir (2,3).

c. Ultrasonik-floroskopik odaklama sistemi: Hem floroskopik hem de
ultrasonik goriintiileme sistemini iceren jeneratorler ise yukaridaki sistemlerin

dezavantajlarin1 ortadan kaldirip daha verimli bir sekilde kullanilmasini



saglamaktadir. Bu cihazlarda iiriner sistemdeki biitiin lokalizasyonlardaki non opak
ve opak taslarin kirilmasi saglanabilmektedir (2,3).

Ilk ESWL cihaz1 yalnizca floroskopik olarak goriintiileme yapmakta ve
nonopak taglarin tedavisi yapilamamaktaydi. Daha sonra iiretilen ve yalnizca ultrason
ile calisan cihazlarda ise iireteropelvik ve iireterovezikal bolge disinda iireter taslari
gortintiilenememekteydi. Dornier, Siemens ve Tirk Litotriptoru Multimed gibi bazi
cthazlarda hem ultrasonik hem de floroskopik odaklama sistemleri birlikte

kullanilmistir (1,3).

1.2. Sok Dalgalarmin Ozellikleri

Sok dalga jeneratorleri tarafindan {iretilen ses dalgalar1 viicut dokular1 gibi
ortamlarda yayillma o6zelligi gosteren mekanik dalgalardir. Bilinen sinuzoidal
konfigurasyonda ve mekanik Ozellikli ultrasonik dalganin aksine akustik sok
dalgalar1 harmonik degildir ve dogrusal olmayan basing¢ karakteristikleri gosterirler.
Basing amplitudiinde kompressif gii¢ler olusturan hizli bir ylikselme s6z konusudur.
Bu jeneatorler siipersonik ve sinirli amplitiidlii olmak {izere iki temel sok dalgasi
meydana getirir. Siipersonik dalga yayanlar smirli bir ortamda enerji yayarlar.
Boylece genisleyen bir plazma ve akustik sok dalgasi olustururlar. Kontrol altindaki
kosullarda akustik sok dalgasi, taslar1 kolaylikla pargalayabilir. Smirli amplitiidde
dalga yayanlar, nokta kaynakli enerji sistemlerinin aksine elektriksel desarj ile aktive

olmus bir yiizeyin konumunu degistirerek ritmik akustik sok dalgalar1 olusturur (2).

1.3. Tas Parcalanma Mekanizmalan

ESWL ile tas kirilmasinda dort mekanizma vardir (4):
1. Kompresyon fragmantasyon
2. Ufalanma
3. Akustik kavitasyon
4. Dinamik yiik



Sok dalgalar1 iki ayr1 ortam yilizeyinin akustik empedanslar1 arasmndaki
farkliliklara bagli olarak kirilma ve yansima gostermektedir. Bu farkli akustik
empedans, tag ve onu ¢evreleyen idrar (su) arasinda oldugundan sok dalgasi daha ¢ok
kirilma ve yansimaya ugramaktadir. Bunun da tasin parcalanmasina sebep oldugu
disiiniilmektedir. Viicudun %75'1 sudan ibaret oldugu i¢in sok dalgalar1 ¢ok az bir
kayba ugrayarak dokulardan gec¢ip, dakikada kan hacminin beste birini alan i¢i kanla
dolu (su ortami) bobrekte, idrarla (su ortami) cevrili tasa ulagsmaktadir. Parcalanma
mekanizmas1 tasa odaklanan sok dalgasinin pozitif basmmg komponenti ile
baslamaktadir. Sok dalgasi tasa ulastiginda kismen tastan geri yansir. Yine de biiyiik
kismi tasa gecgerek tas igine emilir. Sok dalgalarinin tasa gegcen bolimii kismen tasin
arka yliziine de yansir. Yansiyan basing bir gerilim dalgasma doniisiir. Bu islem
tekrarlandiginda neticede tasin kompresif giicli asilir, tas pargalanmaya baslar ve
ylizey genisler. Bunun sonucu olarak tas giderek daha kiigiik parcalara ayrilir (3,4).

Odaklanmis olan sok dalgasmin pozitif basing komponentine ek olarak
negatif basing komponenti (gerilme kuvveti) de tas pargalanma islemine yardimci
olmaktadir. Eger gerilme kuvveti yeterince giiclii ise ortamin kuvvetini asabilmekte
ve sivilarda ortaya ¢ikan “akustik kavitasyon” adi verilen durumu meydana
getirmektedir. Bu akustik kavitasyon tas yiizeyinde olustugu zaman yiizeyde
mikroerezyonlara yol agtig1 saptanmistir. Diger taraftan ayni olgu doku hasarina da

neden olmaktadir (3,4).
1.4. ESWL Endikasyonlan

Ik yillarda endikasyon alan1 ¢cok genis tutulmakta iken, giiniimiizde tas cap1
1,5 cm’ den biiylik taglar i¢in her ne kadar daha invaziv bir tedavi yontemi olmakla

birlikte PNL 6n plana ¢ikarilmaktadir. Bunun sebebi ise, ESWL ile biiylik hacimdeki

iiriner sistem taglarinin tek seferde tamamen temizlenememesidir (5).

1.5. ESWL'nin Kontrendikasyonlar

Bobrek taslarmin ESWL ile tedavisinde hasta se¢imi, tedavinin basarisi

acisindan en onemli etkendir. Hastaya bagli faktorlerin yani sira tagin boyutu, sayisi,



kimyasal yapisi, lokalizasyonu ve liriner sistemin anatomisi de onem tasimaktadir.
Elde edilen ilk klinik deneyimlere gore hastaya bagl bir dizi kontrendikasyonlar

bildirilmistir (5-7). Bunlarin bazilar1 asagida verilmistir:

1. Tedavi edilmemis kanama bozukluklar1

2. Gebelik

3. Anestezi verilmesi gerekli durumlarda anestezinin kesinlikle kontrendike
oldugu durumlar

4. Asir1 sismanlik (viicut agirhiginin 130 kg iistiinde olmasi)

5. Bazi iskelet anomalileri

6. Uriner sistem obstruksiyonlar1 (Infundibulum (kaliks boynu) darhigi,
iireteral darlik, infravezikal obstriiksiyonlar)

7. Tedavi edilmemis iiriner sistem enfeksiyonlar1

8. Aktif tiberkiiloz

1.6. ESWL’nin Komplikasyonlarn

Tedavi esnasinda komplikasyon gelisimi c¢ok nadirdir (<%1). Kardiyak
aritmi, isitmede azalma, hipotonik senkoplar ve epidural anestezi durumunda bulant1
gibi yan etkiler gdzlenebilir. En ciddi yan etki ¢cok c¢ok nadir goriilmekle beraber
pulmoner emboli ve miyokard enfarktiisii gibi nedenlerden dolay1 gelisen 6liimdiir.
Tedavi sonrasinda da ciddi komplikasyonlar ¢ok nadirdir. Intrarenal veya perirenal
hematom insidansi %0.6' nin altindadir (8). Bu oran diisiik basing¢l litotripsi ile daha
az izlenmektedir. ESWL'den sonra renal kolik olmasi beklenen bir durumdur. Ates
goriilme orani ise tagin yapisina ve birlikte olabilen bir enfeksiyonun varligma

baghdir (8-10).

Litotripsi isleminde uygulanan sok dalgalarinin, koroner arterler ya da direkt
miyokard tizerine etkisiyle mindr miyokardial hasardan miyokard infarktiistine kadar
degisen iskemik olaylar ortaya ¢ikabilmektedir. Koroner yetersizlik, aritmi gelisimi

ve miyokard hasar1 sok dalgalarmin mekanik etkilerine veya elektromanyetik



etkilesime baglanabilir. Cogu kez geri doniisiimlii olan miyokardiyal hasarin
mekanizmasi heniiz kesin olarak bilinmemekte; ancak, sok dalgalarnin bobrek ve
karacigerde olusturdugu hasara benzer bir sekilde miyokardr da etkiledigi
disiiniilmektedir. Ayrica, bu organlarin hasar1 sonucu ortaya ¢ikan yikim tirtinleri ve
enzimlerin koroner arter duvarm etkileyerek ya da sok dalgalarinin direkt etkisi ile
koroner spazmi uyarabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Ekstrasistol veya tasikardi 1.
jenerasyon litotriptorlerde %80 oraninda izlenirken, yeni jenerasyon litotriptorlerde

bu oran %1 'e diismistiir (11).

ESWL sonras1 tag parcaciklarindan (distalde daha biiylik olmak iizere) bir
kismi tireterlerde birikerek tas yolu olusturabilir. Tas yolunu 6nlemek icin biiyiik
hacimli taslarda islem 6ncesinde double-j stent uygulanir. Tag boyutu 2,5 cm’den
kiigiik ise stent koymanin stiinligl yoktur. Tas boyutu 2,5 cm’den biiyiik ise stent
konmasi obstruksiyon oranmi %?26’dan %7’ye ve yardimci girisim oranini ise

%15°den %6’ya diistirmektedir (9).

Hastalarin hemen hemen hepsinde goriilen ve genellikle 24 saatte sonlanan
hematiiri izlenmektedir. Hematiiri genellikle iki sebebe bagl olarak ortaya
¢cikmaktadir:

1. Tas fragmanlarinin tirotelyum iizerinde yapmis oldugu travma etkisi

1. Sok dalgalarinin parankim tizerinde yaptig1 kiint travma

Riehle ve ark. 518 olguluk serilerinde sadece bir olguda kan transflizyonu
gerektiren diizeyde kanamaya rastlamiglardir (12). Littleton ve ark. ise ESWL sonras1

ortalama Hct diisiisiinii %2 olarak bildirmislerdir (13).

Uriner enfeksiyon ve sepsis ESWL sonrasi goriilebilecek diger bir
komplikasyondur ve literatiirde %0,1-5 oraninda bildirilmektedir (8,10). Ozellikle
struvit tasit olanlarda tas parcaciklarindan aciga c¢ikan bakterilerin sepsis riski
olusturma riski oldukga yiiksektir. Beraberinde iiriner enfeksiyonu olan olgularda ise
enfeksiyon tedavi edildikten sonra ESWL uygulamak daha dogrudur (10). ESWL
tedavisi oncesi bobrek tiiberkiilozu olasiligini géz oOniinde bulundurmak gerekir.

Literatiirde bugiine kadar bobrek tiiberkiilozu ile birlikte tas1 olan iki olguda ESWL



sonrast milier tliberkiiloz gelistigi bildirilmistir. Bu durum ESWL'nin bdbrek
parankimi lizerinde olusturdugu travma sonucu hematojen yayilima baglanmistir
(14).

Daha nadir izlenen diger komplikasyonlar; sol bobrek iist pol taslarina
uygulanan ESWL sonras1 pankreatit gelisimi; yiiksek yerlesimli bobreklerde
akcigerin anatomik olarak asagiya dogru yer degistirdigi durumlarda akciger
harabiyetine bagli olarak hemoptizi gelisimidir. Ge¢ donem komplikasyonu olarak
travma sonucu intraparankimal kan ve idrar ekstravazasyonuna bagl gelisen kronik

fibrozis ile iliskili hipertansiyon goriilebilmektedir (15-18).

1.7. Sok Dalgalarinin Biyolojik Etkileri

Gentis serili ¢aligmalar, her ne kadar ESWL'nin giivenilir ve etkili bir yontem
oldugunu gosterse de ciddi yan etki potansiyeline sahip oldugunu bildiren yayinlar da
mevcuttur. ESWL'nin yaptig1 bu olumsuz yan etkiler bobreklerin yani sira karaciger,
pankreas, iskelet kasi ve gastrointestinal trakt gibi bobrege komsu organlarda da
meydana gelmektedir. Yan etkiler yalnizca akut olarak gelismemekte, bazen uzun
donemde ortaya ¢ikan kronik donem yan etkileri de gozlenmektedir. Sok dalgalarinin
olusturdugu akustik kavitasyonun, tepkisel kimyasal ara iirlinlerin (serbest
radikaller), mikrojetlerin ve/veya diger enerjetik olaylarin doku hasarma yol actigi
one siirlilmektedir. Yiksek enerjili sok dalgalarinin biyolojik etkilerinden soz
ederken uygulama ile ilgili temel Ozelliklerin ve biyolojik sistemin ¢ok iyi
tanimlanmis olmasi gerekir. Sok dalgalarinin etkisinin olusmasinda toplam sok dalga
sayisi, puls frekansi ve spark gap litotriptorler i¢cin kullanilan elektrodun niteligi gibi
cthaza bagl faktorlerin yani sira hiicre tiirii, hiicrenin i¢inde bulundugu biiyltime faz1
ve ortam oOzellikleri (pH, sicaklik, oksijen saturasyonu, nem, ozmolalite, vb.) gibi
biyolojik sisteme ait faktorler de Onemlidir. Yiksek enerjili sok dalgalarinin
biyolojik etkilerini belirlemeye yonelik in vitro ¢alismalar iki temel soru iizerinde
yogunlasmaktadir:

1. Bu dalgalar hiicreler iizerinde istenmeyen etkiye sahip midir? Bu sorunun

yanitinin “evet” olmasi halinde, zarar olusum mekanizmalari, hiicrede hangi
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organellerin zarar gorebilecegi ve sok dalgasmin zarardan sorumlu fiziksel
karakteristiklerinin neler oldugu gibi sorularin yanitlanmasi gerekmektedir (19,20).

2. Bu etkiler kotii huylu tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesi ve kemoterapinin
etkinliginin artirilmasi gibi tedavi edici amaglar i¢in de kullanilabilir mi?

Sok dalgalarmin hiicresel zararlar1 ¢ok spesifik goziikmemektedir. Hiicre
organellerinden en fazla zarar géren mitokondrilerdir. Bunun disinda endoplazmik
retikulumda genisleme, ikincil lizozomlarda artma, periferik hiicresel siireglerde
kay1p, hiicre zar1 morfolojisindeki degisiklikler olarak siralanabilir (19,20).

Sok dalgalarmin diger klinikopatolojik olgulara uygulanmasi heniiz inceleme
asamasindadir. Bunlarda en ilging olami belli tiimor hiicreleri {izerinde kullanilan
kemoterapotik ajanlarin etkinliginin sok dalgalari ile artirilmasidir (19,20).

Bu iki yontemin kombinasyonu in vitro deneylerde olumlu sonuglar vermekle
birlikte ayni1 diizeyde olumlu sonug in vivo deneylerden elde edilememistir.

Sok dalgalarinin hiicresel zararlarindan sorumlu fiziksel karakteristikleri ¢ok
1yl tanimlanmamistir. Bununla birlikte en kiigiik pozitif ve negatif basing genligine
sahip elektromanyetik litotriptorler, spark gap ve piezoelektrik litotriptorlerden daha
az hiicresel zarara neden olmaktadir. Uygulanan seans basina toplam sok sayisi
onemli parametrelerden biridir ve klinik uygulamada bu say1r 2000-2500
dolayindadir. Uygulamanm bir defada ve yiiksek dozda yapilmasi periglomeruler ve
intratubuler fibroz alanini artirmasi nedeniyle renal zarar1 azaltmak i¢in ¢ok sayida,
kiiciik dozlarda yapilmasi 6nerilmektedir (19,20).

Sonug olarak; cevre dokulara en az zarar vererek taslarin parcalanmasi
konusunda maksimum etkinlige sahip uygulamanin planlanmas1 birgok arastirmayi
gerektirmektedir. Bu konuya yonelik in vitro ¢aligmalar mekanik olarak etkin; fakat
biyolojik acidan daha az zararl litotripsinin gelismesine biiyiik katkida bulunacaktir
(19,20).

ESWL sonrasinda olusabilecek yan etkiler, bobrek ve c¢evre doku

degisiklikleri tablo 1°de 6zetlenmistir (19-21).



11

Tablo 1. ESWL sirasinda olusabilecek bobrek ve ¢evre doku degisiklikleri

Sistem Yan etki

Uriner sistem Obstruktif uropati
Uriner sistem enfeksiyonu/sepsis
Bobrek kontiizyonu
Perirenal ve subkapsiiler hematom
Intrarenal hematom/hemoraji
Bobrek boyutlarinda artma
Subkapsiiler ve perirenal sivi koleksiyonu
Bobrek kisti i¢cine kanama
Kortikomediiller farklilagmanin kaybi1
Kapiller damarlarm konjesyonu ve riiptiirii
Perinefrik yumusak dokuda kabalagma ve fasyal kalinlagsma
Perinefrik yag, kas tabakalarinda ve submukozada yama seklinde
fibrozis
Kronik interstisyel ve tiibiiler skarlagsma
Efektif bobrek akiminda azalma

Glomeriiler filtrasyon hizinda gegici degisiklikler

Bobrek fonksiyon kaybi
Kardiyovaskiiler Kardiyak aritmi
Sistem Hipertansiyon
Cilt Ciltte petesi ve ekimoz

Sok dalgalarmin viicuda giris yerinde ciltte yaniklar

Gastrointestinal Gastrik, duodenal ve kolonik erozyonlar

Sistem

1.8. ESWL’nin Biyolojik Hasar Etkileri

1.8.1. Akut ekstrarenal hasar
Modifiye edilmemis tigiincii kusak ESWL cihazlar1 (HM3) karaciger, iskelet
kas1 gibi organlarda travmaya sebep olmaktadir. Bu durum tedaviyi takip eden 24

saat igerisinde biliriibin, LDH (Laktat dehidrogenaz), SGOT (Serum glutamik
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oksaloasetik transaminaz) ve kreatinin fosfokinaz artisiyla tanmir. Bu parametreler
ESWL’den sonra 3-7 giin icerisinde diismeye baslar ve 3 ay sonra normale doner
(11,15). Gastrik ve duodenal erozyon gibi gastrointestinal sistem sorunlar1 en sik
rastlanan ekstrarenal komplikasyonlardir (15). Serum amilaz ve lipaz diizeylerindeki
artigla ortaya c¢ikan akut pankreatit, kolonun mukozal hasarina sekonder
hematokezya, kardiyak yaralanmaya ikincil MI (Miyokard infarktiisii), serebro-
vaskiiler olaylar, akciger parankimi yaralanmasi ve brakiyal pleksus palsi %1 ’den az

izlenilen nadir komplikasyonlardir (11,15-18).

1.8.2. Akut renal yaralanma

ESWL tedavisi uygulanan hastalarin bazilarinda bobrekte akut yapisal
degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir. En sik goriilen yan etki bobrek igerisinde ya da
civarinda kanama ve/veya 6demdir. Bobrek %84 oraninda genisler ve akut intrarenal
O0deme isaret eden kortikomediiller demarkasyon kaybi olusur (22). Perirenal ve
subkapsiiler alanda sivi (kan, iirin) birikimi HM3 litotriptor ile tedavi edilen
hastalarm %32’sinde izlenmektedir (22,23). Bu degisimler, renal parankimde
lokalize olmus hafif kontiizyonlardan, transflizyonu gerektirebilen ciddi kanama ile
birlikte ortaya c¢ikan biiyilk hematomlara kadar de§ismektedir. Bu tiir hemorajiler
akut renal bozukluk olusturabilir ve erken teshis edilmemesi durumunda OlLimlere
dahi neden olabilir (22). Rubin ve ark. ESWL yapilan hastalarda BT (Bilgisayarh
tomografi) tetkiki ile fokal 6dem bolgelerini diisiindiiren septal uzantilarin sayisinda
artig, perirenal yumusak doku degisimleri ve Gerota fasyasi kalinlagsmalarini
gostermislerdir (20). Yapilan izlemde perirenal sivinin genellikle birkag giin
icerisinde kayboldugu; ancak, subkapsiiler sivi ya da kanin ¢dzlinmesinin 6 hafta-6
ay devam ettigi gosterilmistir (20).

Bununla birlikte renal fonksiyondaki akut degisiklikler sadece birkag
calismada analiz edilmistir. Kaude ve ark. ESWL yapilan hastalarda renal sintigrafi
tetkiki ile bobreklerin %30’unda etkili plazma akiminda ani bir azalma tespit
etmislerdir (19). Diger taraftan, bircok ¢alismada obstriikte olmayan ve ESWL ile
tedavi edilmis bobreklerde kontrast ekskresyon kaybi ya da gecikme oldugunu

bildirmistir (19,21,23).
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Renal fonksiyondaki azalma uygulanan sok sayisi ile iligkili bulunmustur.
Yapilan bir calismada, yaklasik 1500 sok iceren tedavi rejiminin giivenli oldugunu;
daha yiiksek sayida sok uygulamasinin renal plazma akiminda neden oldugu
belirtmislerdir (24). Orestano ve ark. ise 2500 soktan daha az ESWL uygulamalar1
sonrasinda 30 giin i¢cinde tamamiyla gerileyen renal fonksiyon degisimleri oldugunu,
2500 soktan fazla tedavilerde hem tedavi edilen hem de karsi bobrekte renal
fonksiyonlarda daha kapsamli degisikliklerin gorildiigiinii (klirens azalmasi, 1 131
hippiirik asit iletimin siiresinin uzamasi) bildirmislerdir (21).

Knapp ve ark. hipertansiyonu olan bazi tas hastalarda ESWL sonrasi
perinefrik hematom gelisim riskinin yiiksek oldugunu; trombositopeni ve

koagtilopatisi olan olgularda ise bu riskin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (22).

1.8.3. Kronik renal yaralanma

ESWL sonrasinda ¢ikabilecek olast kronik renal degisimler; kan basincinda
artig, renal fonksiyonda azalma ve tasin rekiirrens oraninda artmadir. Bu ii¢ etkinin
hepsinin akut yaralanmanin f2 odagindaki skar gelisimine bagli oldugu
bilinmektedir. Lechevallier ve ark. piezoelektrik litotriptdr ile tedavi edilen 12
hastanin bobreklerini ESWL oncesinde ve ESWL’den 30 giin sonra tek foton
emisyon BT (SPECT) tetkiki ile degerlendirmisler ve tedavi edilen bobreklerin
tamaminda renal fonksiyonlarda azalma meydana geldigini; 4 olguda ise kontrast
tutulumunda %4’ten daha fazla azalma oldugunu gérmiislerdir (25).

ESWL tedavisinin uzun donemde renal fonksiyonlarda azalmaya yol
acabilecegi bir¢ok caligmada bildirilmistir. Williams ve ark. iki bobrekli hastalarda
ESWL’den sonra 17-21 ayda etkili renal plazma akimi yilizdesinde 6nemli oranda
azalma belirlemislerdir (26).

Rutz-Danielczak ve ark. ESWL’nin glomeriiler filtrasyon hizim1 (GFR)
etkilememekle beraber, gecici tiibiiler disfonksiyona neden oldugunu belirtmislerdir

27).

1.8.4. ESWL’nin biyolojik yapilar iizerindeki etkileri
ESWL’nin  biyolojik  yapilar  lizerindeki  etkileri  histopatolojik,

klinikopatolojik ve biyokimyasal etkiler olarak ii¢ baslk altinda incelenebilir:
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1.Histopatolojik Etkiler (28-30):

a. Glomertiler ve tiibiiler hiicrelerde, bowman kapsiiliinde yirtiklar

b. Podositik pedikiillerde birlesme, sisme ve krista riiptiiriiyle belirgin
mitokondri hasar1

c. Cekirdek cevresinde sisterna gelisimi

d. Glomeriiler membranda ve bazal membranda kalinlasma

e. Bazal membranda lamina densa ile internal ve eksternal laminalar arasinda
boliinme

f. Ge¢ donemde skar dokusuna gidis, tiibiil hiicrelerinde mikrovilli kaybi,
myelin benzeri yapilarin olusmasi, tiibiil hiicre sitoplazmik matriksinde
vakuolizasyon ve tiibiil hiicrelerinde hemosiderin graniil birikmesi, tiibtiler
hiicrelerde dagilmay1 da iceren degisiklikler

g. Kapillerde segmental fibroepitelyal kalinlagma, intimanin proliferasyonuna
baglh liimen tikanmasi, endotelyal hiicrelerde kiiciik defektler ve
mitokondri hasarmi gosteren sisme

h. Kortikomediiller sinirin kaybolmasi

1. ESWL sonrasi vaskiiler hasarlanma, parankim i¢ine kanama, tiibiiler
zedelenme

1.S0k dalgalarmin akustik kavitasyon etkisiyle proksimal tiip hiicrelerinde
degisik doku hasarlar1

J- Kronik olarak fibrozis, fokal kalsifikasyon, nefron kaybi, hyalinize skar

olusumu

2. Klinikopatolojik Etkiler:

Bobrek hastaliklari, tiriner sistem enfeksiyonlari, onceki litotripsi ve soliter
bobrek gibi risk faktorleri, ESWL’nin  bobrek {izerine olan etkilerini
arttirabilmektedir. ESWL ile tedavi edilen hastalarm %85’inde tedaviyi takiben bazi
renal morfolojik degisiklikler saptanabilmektedir. Bunlar (21,29,31,32):
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a. ESWL sonrasinda, siklikla bobrekte fokal parankimal hasara bagl gecici
hematiiri

b. Perinefrik ve intranefrik sivi koleksiyonuna bagli 6dem

c. Subkapsiiler ve intra renal hematom

d. Staghorn taglariin sok dalgalariyla tedavisinde septik komplikasyonlar

e. Hipertansiyon

3. Biyokimyasal Etkiler (28):

a. Kan ve/veya idrarda genellikle gecici olarak tiibiiler enzimlerde (kreatin
fosfokinaz, N-asetil-B-glukoaminidaz, B-galaktozidaz, y-glutamil transpeptidaz ve
laktat dehidrogenaz), biluribin, SGOT, SGPT (Serum glutamik piriivik transaminaz) ve
gecikmis olarak alkalen fosfatazda artis, kalsiyumda gecici diisiikliik

b. Gegici proteintiri

1.8.5. ESWL’nin dokularda hasar yapma mekanizmalan

ESWL sirasinda doku hasarina yol agan etkenlerden birisi akustik
kavitasyondur. Akustik kavitasyon, gerilebilir kuvvetin c¢evre basmcini gegmesi
halinde olugsmakta ve bir gaz kabarcigi meydana gelmektedir. Bu kabarcik daha
sonra pozitif basinca geri doniilmesiyle sonmektedir (33). ESWL’nin in vivo olarak
akustik kavitasyon olusturdugu gosterilmistir. Sok dalgalariyla tasin kirilmasinda,
itici ve gerilebilir giiglerin yaninda kavitasyon mikrojetleri de onemli katkida
bulunmaktadir (28).

ESWL’nin dokudaki etkilerini tamamen mekanik mekanizmalara baglamak
zordur. Nitekim her sok dalgast 18000-24000 voltluk elektrik enerjisinin termal
etkileriyle olugsmaktadir. Bu enerjinin f, odaginda (tasin getirildigi odak) bulunan

dokuda, biyokimyasal olaylara neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (34).
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SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olustugu gibi, ¢esitli dis etkenlerin etkisiyle de meydana gelmektedir. Yasam siireleri
cok kisa olmasina ragmen, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olan serbest
radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler (35).

Aerobik metabolizmast olan memelilerde serbest radikaller baslica
oksijenden tiiremektedir. SOR (Serbest Oksijen Radikalleri) normal hiicre
metabolizmast sirasinda ortaya ¢ikan yan triinlerdir ve hedef molekiilleri ¢oklu
doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir (35).
Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yasamlarmi siirdiirmeleri icin mutlak gerekli bir
elementtir ve hiicre i¢inde cesitli reaksiyonlardan gecerek su haline dontismektedir.
Bu sirada hiicre kendisi i¢in gerekli olan enerjiyi saglamaktadir. Ancak, bu siirecte
oksijenin %1-3’1 tam olarak suya doniisemez ve siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikali olusur (36).

Dogada sik bulunan oksidan ajanlardan bir kismi1 sunlardir (37).
1. Radikal olanlar
a. Stiperoksid anyon radikali (O; ")
b. Hidroksil (HO)
c. Peroksil (ROOH)
d. Alkoksil (RO")
e. Nitrik Oksit (NO)
2. Radikal Olmayanlar
a. Azot Dioksit (NO,)
b. Hidrojen Peroksit (H,O,)
c. Singlet Oksijen ('O;)
d. Ozon (O3)
e. Hipoklorik Asit (HOCI)
f. Lipit Hidroperoksid (LOOH)
g. Peroksinitrit (ONOO)
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Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada
“antioksidanlar” olarak adlandirilan c¢esitli savunma sistemleri geligsmistir. Serbest
radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasinda denge korunamadigi takdirde
hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Normal
kosullar altinda SOR’nin  fizyolojik  seviyesi/reaktivitesi detoksifikasyon
mekanizmalariyla hassas bir sekilde dengelenir ve bu dengede 6zellikle antioksidan
savunma mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir. Dogada serbest radikal olusumunu
artiran ¢esitli faktorler tanimlanmistir. Bunlar iki sekilde siniflandirilabilir (35,38).

A. Ekzojen Faktorler:

1. Diyetsel faktorler: Doymamis yag asitlerinden zengin beslenme,
alkol, fazla kalorili beslenme (obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme,
sebze ve meyvelerin az tiiketilmesi, yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve kosullarda
hazirlanmasi

2. Cevresel faktorler: Sigara dumani, hava kirliligi (O3, NO,, SO,,
hidrokarbonlar), radyasyon diger kirleticiler (asbest, pestisitler, vs.)

3. Ilaglar: Antikanser ilaglar, glutatyon tiiketen ilaclar

B. Endojen Faktorler:

1. Fiziksel egzersiz/sedanter yasam

2. Stres

3. Yashlik

4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (Ateroskleroz, kanser, kronik
inflamasyon, iskemi-reperflizyon hasar1 gibi)

5. Diyetsel antioksidan alinimini etkileyen kosullar (istahsizlik,

malabsorbsiyon, kolestaz)

2.1. Dogada Sik Goriilen Reaktif Oksijen Partikiilleri

2.1.1. Siiperoksid Radikali (0O27)
Zay1f reaktif bir serbest radikal olan siiperoksid anyonu molekiiler oksijenin

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Stiperoksid olusumu 6zellikle
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mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda
spontan olarak gergeklesir.

Iki molekiil siiperoksit molekiilii SOD (Siiperoksit dismutaz) tarafindan hizla
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dontisiir.

Organizmanin uzun siireli korumasiz kalmasi bu maddelerin diisiik
konsantrasyonlarinda bile biyolojik ac¢idan 6nemli molekiillerin tahribat1 ile
sonuglanir ve DNA'da mutasyon ve doku hasarma yol agar.

Stiperoksid radikali agiga ¢iktigi hiicre bolimiinden daha uzak yerlere diffiize
olabilir. Ancak bu diffiizyon hiicre i¢cindeki SOD enziminin yiiksek konsantrasyonu

nedeniyle sinirhidir (39,40).

2.1.2. Hidrojen Peroksid (H,0,)

Biitiin elektronlar1 ¢iftlesmis oldugu i¢in H20:2 gergek bir serbest radikal
degildir. Ancak; demir, bakir ve mangan gibi gecis metalleri ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali olusumuna yol agabildiginden dolay1 6nemli bir oksidandir. Bu
metallerin varliginda en 6nemli SOR olan hidroksil radikalinin (OH") olusumunu
saglar. Hidrojen peroksid DNA hasar1 yapic1 etkisini hidroksil radikali araciligi ile
gosterir. Diger 6nemli bir gérevi de intraseliiler sinyal molekiilii olarak rol almasidir.
Hidrojen peroksid olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz ve

peroksiredoksinler adinda ii¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (39,41).

2.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Biyolojik sistemlerde bulunan potansiyel olarak en giiclii oksidandwr. Yari
omrii ¢ok kisa ve reaktivitesi ¢ok yiiksek oldugu icin komsu molekiillerle hizla
reaksiyona girer. Olugmasi i¢in ortamda gecis metalleri gereklidir (39).

Hidroksil radikalinin en 6nemli 6zelligi hiicre membranlarina yakin olustugu
zaman membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine etki ile serbest radikal
zincir reaksiyonunu baglatabilmesidir. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan
biitin molekiillerle reaksiyona girebilmektedir (41). Lipit peroksidasyonunu
baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve ayirim yapmadan

hemen her organik molekiilii okside edebilir (38).
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2.1.4. Singlet Oksijen ('0,)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlar1 degiserek
ayn1 veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen
denir. Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5-difenilfuran, 1,4-
diazbisikloalefan singlet oksijeni ortamdan temizlerler (42).

Singlet oksijen DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan cok
sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararli etkilere sebep olur

(42).

2.1.5. Perhidroksil radikali (H,O")
Diistik pH da daha reaktif olan O, radikali protonlanarak kendisinden daha

kuvvetli bir oksidan olan perhidroksil radikalini olusturur (43).

2.1.6. Nitrik oksit (NO)

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO 20-30 saniyelik yar1 dmre sahip
bir serbest radikaldir. Yiiksiiz ve lipofilik 6zellikte bir molekiil olmas1 sebebiyle
membranlardan kolaylikla gecebilir. Nitrik oksit pek cok biyomolekiille zayif
reaktivite gostermesine ragmen, diger serbest radikallerle olan reaksiyonlar1 oldukga
hizlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki NO, viicutta diiz kaslarin gevsemesinden,
noronal fonksiyonlarin diizenlenmesine; yara iyilesmesinden, enfeksiyonlara karsi
immiin yanitin saglanmasina kadar pek c¢ok Onemli fonksiyona sahiptir. Nitrik
oksidin bu fonksiyonlar1 fizyolojik homeostazin siirdiiriilmesi agisindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Bununla birlikte NO’in yiiksek konsantrasyonlarda, cesitli enzimlerin
aktivitelerini inhibe ettigi ve lipit peroksidasyonunu indiikledigi, antioksidanlarin
azalmasina veya DNA’da mutasyonlara sebep olarak ayni zamanda sitotoksik

etkilere sahip oldugu da gosterilmistir (44,45).

2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri
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Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol agmaktadir. Bu

zararlar soyle siralanabilir (35,40):

a) DNA' nin tahrip olmas1

b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi

c¢) Lipit peroksidasyonu ile zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi
d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler
e) Protein ve lipitlerle kovalent baglar yapmasi

f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi

g) Yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “furnover” min artmasi

1) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmin bozulmasi,
hiicre ortaminin tiol/disiilfit oranmnin degismesi

7) Kollagen ve elastin gibi uzun émiirlii proteinlerdeki oksido-
rediiksiyon olaylarmin bozularak kapillerlerde aterofibrotik
degisikliklerin olusmasi

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi

Serbest radikaller DNA’nin kimyasal modifikasyonu ile mutagenik etki
gostermektedir. Ozellikle OH" radikali, serbest radikallerin sebep oldugu bir takim
degisimlere (DNA ayrilmasi, DNA-protein ¢apraz baglanmasi, piirinlerin
oksidasyonu gibi) neden olmaktadir. DNA onarim sistemi hemen DNA’y1 rejenere
etmezse replikasyon srrasindaki yanlis baz cifti, mutasyonla sonuglanacaktir. Bu
mekanizma oksidatif strese maruz kalmis kisilerdeki artmig kanser prevelansini
aciklamaktadir. Serbest radikal araciligiyla olusan apoptozis bazi1 vakalarda serbest
radikale bagli DNA hasarinin bir parcasidir (40).

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik
retikulum), membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinin varlig1 nedeniyle
oksidatif ataklara duyarhdirlar (46). Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
driinleri  olustururlar. Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir ve kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu

seklinde ilerledigi i¢in oldukg¢a zararhidir. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen
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membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipit peroksidasyonu organizmada olusan bir
serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan poliansature yag asidi
zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglar
(47). Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siliperoksit anyonu ve hidroksil
radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipit peroksidasyonunda asil etkili radikalin
(OH") radikali oldugu diisiiniilmektedir.

Yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin
radikal niteligi kazanmasma neden olmaktadir. Olusan lipit radikali (L) dayaniksiz
bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle, molekiil igi ¢ift bag
aktarilmasi ile dien konjugatlar1 olugsmaktadir. Daha sonra lipit radikalinin oksijen ile
reaksiyona girmesi ile lipit peroksit radikali (LOO") meydana gelir. Bu radikal de
zardaki poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu
saglamakta ve kendiler1 de agiga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipit
hidroperoksitlerine doniismektedir. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam
etmektedir (47).

Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit
(MDA) miktari, tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile olclilmekte ve bu yontem lipit
peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Peroksidasyon
sirasinda olusan dien konjugatlarmin 6l¢ctimii de in vivo lipit peroksitlerinin diizeyini
yansitmas1 acisindan giderek Onem kazanmaktadir. Lipit hidroperoksitlerinin
parcalanmasi ile olusan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de son yillarda lipit
peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir (47,48).

Lipid peroksidasyonunun organizmadaki etkileri su sekilde 6zetlenebilir (46).

a) Lipit peroksidasyonu sonucu membran akiskanligi azalir ve
normalde hiicre i¢ine giremeyen maddelerin hiicre i¢ine girigleri artar.

b) Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi
protein kisimlarmna ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana
getirirler.

c) Lipit peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri i¢in siilfidril ve amino
grubuna gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara hiicrenin cevap vermesini

saglayan G6P-az ve Na-K ATPaz gibi yiizey reseptorleri inhibe olur.
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d) Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de hasar
goriir DNA’nin replikasyonu yapilamaz.

e) Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gdsterirler.

f) Malondialdehit (MDA) gibi aldehitler, diisiik dansiteli lipoproteinleri
(LDL) modifiye ederek metabolik yolu degistirebilirler.

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girer ve enzimlerin
aktivitelerini ortadan kaldirarak modifiye, fonksiyon gdérmeyen proteinlerin
olugsmasma sebep olurlar. En ¢ok sorumlu tutulan aminoasitler siilfiir icerenlerdir
(40). Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi halkali yapida olanlar oksidasyona
en fazla maruz kalan aminoasitlerdir. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve
tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini etkilemektedir. Serbest
radikallerin modifikasyonuna duyarli olduklar1 i¢in 6zellikle enzim veya reseptor
fonksiyonuna sahip membran proteinlerinin, protein oksidasyonu ile fonksiyonlari
bozulmaktadir. Protein yapisindaki hasarm gosterilmesi i¢in, protein karbonillerinin

belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir gostergedir (47).

2.3. Tleri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri oksidasyon protein
irlinleri (Advanced Oxidation Protein Products = AOPP) ditirozin igeren g¢apraz
bagli protein iiriinleri olarak tanimlanmaktadir (49). Bu maddelerin diizeyleri, protein
oksidasyonunun gdostergesi olan ditirozin ve ileri glikasyon son iiriinii olan
pentozidin diizeyleri ile kolerasyon gosterdigi; fakat, lipit peroksidasyon belirtegleri

ile kolerasyon gostermedigi belirtilmistir (50).
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ANTIOKSIDANLAR

Viicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmayi1 oksidatif stresten
korumak i¢in antioksidan sistem devreye girer. Antioksidan savunma sistemi ¢
defans hattindan olusur. Birinci defans hattin1 peroksidaz ve metal baglayan
proteinlerin siipresyonu ile serbest radikallerin meydana gelmesini Onleyen
antioksidanlar olusturur. Ikinci defans hattmi vitamin C ve vitamin E gibi radikal
temizleyici antioksidanlarin zincir oksidasyonunun baglamasini inhibe etmesi ve
zincirleme reaksiyonlarin yayilimmi nlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarak da
hasar1 onarma ve eski haline getirmeye calisan onarici ve yeniden yapilandirict
enzimler (lipazlar, proteazlar, DNA onaric1 enzimler ve transferazlar gibi) defansta
rol alirlar (51).

Antioksidanlar ¢esitli sekilde gruplandirilabilirler (38) (Tablo-2).

Tablo 2. Antioksidanlarin simniflandirilmasi

Yapilarina gore a. Enzim karakterli antioksidanlar

b. Enzim karakterli olmayan, kii¢iik molekiiller

Kaynaklarma gore a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b. Disardan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

Coziiniirliiklerine gore a. Suda ¢ozilinenler

b. Lipitlerle ¢coziinenler

Yerlesimlerine gore a. Hiicre i¢inde bulunanlar

b. Plazma ve diger ekstraseliiler stvilarda bulunanlar

3.1. Enzim Karakterli Antioksidanlar

3.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)
Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan SOD siiperoksidin H,O,
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. Bu enzim endotel hiicreleri ile diiz

kas hiucreleri arasinda bol miktarda bulunan en Onemli antioksidan enzimlerden
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birisidir. Normalde damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederek lipit
peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini Onler. Hiicrede serbest oksijen
radikalleri olugurken ilk basamakta O, meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin
dismutasyonunu sagladigi i¢in, hiicre igindeki ilk savunma sistemini bu enzim
olusturmaktadir (38).
20," + 2H ——— H,0, + O

SOD’m diger bir gorevi de serbest radikalleri inaktive ederek dehidratazlari
korumasidir.

Mangan igeren dismutaz (Mn SOD), bakir ve ¢inko igceren dismutaz (Cu/Zn
SOD), ekstraselliiler dismutaz (EC-SOD), nikel iceren dismutaz (Ni-SOD) olmak
iizere dort ¢esit SOD tanimlanmistir (52).

3.1.2. Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6.)

Katalaz 60 kDa agirliginda dort ayni yapida tetrahedral subunitler igceren
hem-enzimidir. Stiperoksid dismutaz araciliiyla olusan hidrojen peroksit bir radikal
olmamasina karsin, en reaktif SOR olan HO' radikalinin 6nciisii oldugu i¢in bir¢ok
SOR’den daha fazla oksidatif hasara neden olur. Katalaz idrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene pargalar. Ayrica, hidrojen peroksitin yani swra metil-, etil-
hidroperoksitler gibi kiiclik molekiillii lipid hidroperoksitleri de indirger (52).

katalaz
2H,0, ——» 2H,0 + O,

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukdz

membranlar, karaciger ve bobrekte yliksek miktarlarda bulunmaktadir (52).

3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9.) ve Glutatyon

Rediiktaz (GSH-Rd, EC 1.6.4.2)

Glutatyon peroksidaz, glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin (ROOH ve
H,0,) indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara kars1 koruyan
selenyum igeren bir enzimdir (52). GSH-Px, hiicrenin mitokondri (%30) ve sitozol
(%70) fraksiyonlarinda lokalizedir ve yalnizca lipit hidroperoksitlerini metabolize
edebilmektedir Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili

antioksidandir (53).
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3.1.4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49)

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD), pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz
simirlayict  enzimi olup intraselliller B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH)’m da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH ise serbest radikallerin
detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan
indirgenmis GSH saglamaktadir (54).

Diger taraftan G6PD’1n vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde
de serbest radikallere kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’1n vaskiiler
endotelyal hiicrelerde NADPH’1 kofaktor olarak kullanan endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) enziminin aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’1n
yeterli aktivite gosteremeyerek siiperoksit radikali iiretmeye basladigr ve sonugta

LDL oksidasyonunun tetiklenebilecegi bildirilmistir (54).

3.1.5. Paraoksonaz (PON, EC 3.1.8.1)

Paraoksonaz (PON) adini ilk kez bir organofosfat olan paration’un viicuttaki
aktif metaboliti olan paraoksonu hidrolize etmesinden almistir. PON lipit
peroksidasyonunu azaltir, LDL ve yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)’1 oksidasyondan

korur ve bu 6zelligi ile ateroskleroz riskini de azaltmis olur (55,56).

3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.2.1. Antioksidan vitaminler

Yagda ¢Oziinen vitaminler icerisinde dnemli yere sahip vitamin E, 6zellikle
membran ve lipoproteinlerin bilesenleri iizerinde zincirkirici antioksidan etkiye
sahiptir. a-tokoferol, vitamin E tiirevleri icerisinde en aktif bilesikdir ve zincir
reaksiyonlar1 ile iligkili peroksil radikalini temizleyerek lipit peroksidasyonunu
engeller (57).

Askorbik asit (vitamin C) glukoz metabolizmasindan gelen, suda ¢dziinen

vitaminler grubundandir. Askorbik asidin bir elektron oksidasyonu sonucu
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monodehidro askorbil radikali olusurken, reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale

getirerek serbest radikallerin organizmaya verdigi zarar1 engeller (58).

3.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler (PB-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin),
genelde sar1 ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve alglerde, ¢ogu zaman
ise bitkilerde bulunan pigmentlerdir. Organizmada triplet uyaricilarin zararli
etkilerini baskilama, singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen radikallerini
temizleme gibi koruyucu etkilere sahiptir. Karotenoidler lipit membranlara lokalize

olarak membranlarin oksidatif strese kars1 hassasiyetini azaltir (59).

3.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit olup
antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. Organizmada temel olarak peroksidaz aracili
peroksitlerin katabolize edilmesi, hiicresel tiyol ve redoks potansiyelinin
diizenlenmesi, bir nordtransmiter veya immiinofarmakolojik tiyol gdrevi tistlenerek
endokrin ve immiin sistem arasindaki etkilesimi saglamasi, redoksa duyarh
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu artirarak strese cevabin aktivasyonu gibi

gorevler tistlenir (60-62).

3.2.4. Urik asit ( Urat)

Urik asit ksantin oksidazmn oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi)
oksitlemesi ile olusur. Insanda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir.

Fizyolojik kosullarda singlet oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi
reaktif bilesikleri baskilar; fakat, siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez.
Urik asidin antioksidan etkili oldugunun gdstergesi peroksit kaynakl lipit

peroksidasyonuna kars1 koruyucu olmasidir (63).

3.2.5. Bilirubin
Hem katabolizmasinin son iiriinii olan bilirubin ayn1 zamanda singlet oksijen,

peroksinitrit ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini baskilar;
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bununla birlikte peroksil radikallerine karsi hidrojen donoérii olarak davranarak lipit

peroksidasyonunun zincir devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir (64).

3.2.6. Melatonin
Hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil radikali, singlet oksijen, nitrik

oksit ve peroksinitrit anyonu gibi reaktif tiirlerin temizlenmesinde veya

baskilanmasinda etkilidir (65).

3.2.7. Seruloplazmin

Bakir baglayict bir glikoprotein olan seruloplazmin oksidorediiktaz
aktivitesine sahiptir ve bodylece oksijenden tiiremis (6rnegin, -OH) SOR’ni
etkisizlestirmektedir. Ayrica, SOR olusumunu uyaran bakir1 da baglayarak

antioksidan etki gostermektedir (66,67).

3.2.8. Transferin
Transferrin plazmada bulunan demir baglayici bir glikoproteindir ve demirin

uyardigi serbest radikal olusumunu 6nleyen bir antioksidandir (66,67).

3.2.9. Ferritin
Dolasimdaki serbest demiri baglayarak serbest radikal reaksiyonlarma

kolayca girmesini dnleyen bir proteindir (66).

3.3. Total Antioksidan Durum

Antioksidan kapasite biyolojik sistemlerdeki dort genel antioksidan kaynagini
acikca ortaya koymaktadir (68).

1. Enzimler: (6rnegin, SOD, GPx ve katalaz)

2. Biiyiik molekiiller: (albumin, seruloplazmin, ferritin ve diger proteinler)

3.Kiiglik molekiiller: (askorbik asit, glutatyon, tirk asit, tokoferol,
karotenoidler, polifenoller)

4. Baz1 hormonlar: (0strojen, anjiotensin, melatonin vs.)
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Antioksidan kapasite (AK) ol¢iimii plazma ve viicut sivilarinda bulunan
biitiin antioksidanlarin kiimiilatif etkisini yansitmaktadir. Bdylece 0lciilebilen
antioksidanlarmm ayr1 ayr1 toplamindan daha biitiin bir degerdir. Bilinen ve
bilinmeyen antioksidan kapasiteyi ve sinerjik etkilesimi dl¢tiigiinden dolay1 in vivo
oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas dengeyi kavramay1 saglar. Plazma AK
Olciimii insanlarda fizyolojik, cevresel ve beslenme faktorlerinin redoks durumunu
degerlendirmeye yardim eder. Plazma AK’nin tespiti in vivo oksidatif durumun
degistigi durumlar1 aywrtetmeye yarar (SOR’a maruz kalma ve antioksidan alimi).
Bitkisel antioksidan alimi veya antioksidandan zengin yiyeceklerin alimmdan sonra
plazma AK’deki degisiklikler besinsel bilesimlerin biyoyararlanimi ve absorpsiyonu
hakkinda bilgi saglayabilir (69).

Hiicrelerin AK’si baglica enzim sistemini yansitirken, plazma AK’si ise
diyetsel orjinli kiiciik molekiil agirlikli antioksidanlar1 yansitir. Plazma AK hem
radikal fazla yiiklenimini hem de diyetsel antioksidan alimini diizenler ve tek
secilmis antioksidan konsantrasyonuna gore in vivo oksidasyon Triinleri ve
antioksidanlar arasindaki dengeyi daha fazla temsil ettigi kabul edilmektedir (69).

Geleneksel AK olclimleri primer olarak plazmadaki sivi kompartmanin
antioksidan kapasitesini 6lgcmektedir. Bu nedenle askorbik asit, iirik asit ve protein
tiolleri gibi suda ¢oziinen antioksidanlar bu Ol¢iimii etkiler. Fakat tokoferol ve

karetenoidler gibi yagda ¢oziinen antioksidanlar kiiciik bir role sahiptir (70).

3.4. Bobrek Dokusu ve Serbest Radikaller

Bobrekler aerobik metabolizmanin belirgin bir sekilde goriildiigli, canlilar
icin 6nemli bir organdir. Bobrekler viicut sivi elektrolit dengesini muhafaza etmek
icin, total viicut agrhgmin %1’ini olusturmasina ragmen, biitiin viicut oksijen
tilketiminin %10’undan sorumludur. Kalp debisinin %20’sini alan bobrekler, bu
ozelliklerinden dolayr dolasimdaki polimorfoniikleer I6kositlerin (PMNL) ve
monositlerin glomeriillere ve interstisyel dokuya infiltrasyonu sonucunda ek bir
oksidan strese maruz kalirlar. Bobrekler, yiiksek O, tiiketimi ve metabolik aktiviteye
ek olarak, infiltratif hiicreler ve kendi yerlesik hiicrelerinden de reaktif O, tiirleri

olugmasi nedeniyle zaman zaman kendi total antioksidan korunma mekanizmasini
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asan oksidan stresle karsilagsmakta ve buna bagl olarak doku hasarlar1 olusmaktadir
(71-73).

Serbest oksijen radikallerinin iskemik, toksik, immunolojik kaynakli bébrek
harabiyetinde rol oynadig1 bir¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (71,72,74,75).
Deneysel bobrek iskemisinde, elektron transport zinciri, ksantin oksidaz gibi oksidan
enzimler, fagositler, epinefrinin oto oksidasyonu ve arasidonik asit metabolitleri,
serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin kaynaklarini olusturmaktadir (71-73,76). Bu
radikaller hiicre ve organel membranlarinda lipit peroksidasyona neden olarak ve
ozellikle proksimal tiibiil segmentlerinde, tiibiil yapisini, hiicre transport kapasitesini
ve enerji liretimini bozarak etkilerini gosterirler (77-79).

Deneysel immiin glomeriilonefritte SOR, PMNL ve monositler gibi kan
kaynakli infiltratif hiicrelerden olusurlar ve glomeriil hiicrelerine ve 06zellikle
mezensial hiicrelere yerlesirler. Bunlarm olusmasi, morfolojik lezyonlarin meydana
gelmesine, proteazlarin aktive olmasina, proteoglikan sentezinin diismesine ve
bunlara bagl olarak proteinlere karsi glomeriiler permabilite artismnin goriilmesine
neden olur (75,80,81).

Serbest oksijen radikalleri prostoglandin, tromboksan, trombosit aktivite edici
faktor gibi vazokonstriktor biyoaktif lipitleri serbestlestirerek ve vazodilator olan
NO’1 inaktive ederek glomertiiler kan akimi ve glomeriil filtrasyon hizinin diismesini
indiiklerler (75,82).

Proksimal, distal ve toplayict segmentlerdeki bobrek tiibiiler hiicrelerinin
SOR iirettigi pek ¢ok calismada gosterilmistir (71,75-77,80).

Serbest radikallerin bobrek hasarindaki rolii glomeriilonefrit, nefrotik
sendrom, akut bobrek yetmezligi, transplantasyon, toksik hasar, enfeksiyon,
obstriiktif nefropati ve kronik bobrek yetmezligi gibi patolojiler deneysel modellerle

in vivo hayvan deneyleriyle degerlendirilmistir (73,77,81)

3.4.1. Glomeriil hasan

In vivo hayvan modellerinde glomeriilonefritin glomeriiler kapillerinde
immun kompleks formasyonunun ve kompleman aktivasyonunun PMNL, monosit ve
makrofajlar1 da icine alan kemik iligi kaynakli inflamatuar hiicrelerinin

infiltrasyonunu takiben olustugu bildirilmistir. Bu hiicreler glomeriiler hemodinamik
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yapiy1 degistirerek ve proteiniiri gelismesini saglayarak glomeriiler hasar1
indiiklerler. Bu patolojik gelismeler SOR ile agiklanmaktadir. Bunlardan radikallerin
sorumlu tutulmasmin en 6nemli nedenlerinden biri, doku hasarmin oldugu bdlgede
02", H,O, ve HO' gibi SOR’nin gosterilmesidir (80,81,83,84).

Yine son yillardaki bir¢ok caligma PMNL, monosit ve makrofajlarin
glomeriillerde meydana gelen SOR’nin kaynagi oldugunu ortaya koymustur. Ancak,
membrandz nefritteki proteiniirinin patogenezinden, kan kaynakl: hiicrelerin sorumlu
olmamasi, glomeriillerde glomeriil hiicrelerinin kendilerinin SOR iiretiminde
potansiyel kaynak olabileceklerini diisiindiirmektedir. Bu hipotez kiiltiirii yapilmig
glomeriil hiicrelerinde insan kaynakli mezensimal hiicrelerin SOR {iiretmeleriyle

kanitlanmistir (74,80,81).

3.4.2. Nefrotoksik hasar

Gentamisin, adriamisin, merkiiri kloid radyokontrast madde, sefalosporin,
gliserol gibi nefrotoksik ajanlar, serbest radikalleri veya reaktif O, molekiillerini
uyararak veya kendi antioksidan savunma mekanizmasini baskilayarak bobrek hasari
olustururlar (73,79,85).

Gentamisinin, bobreklerde 06zellikle mitokondrilerde MDA  miktarini
arttirdig1 ve bu etkisinin OH tutucular ve desferoksamin ile geri dondiiriilebildigi
gosterilmistir. Merkiiri klorid, radyokontrast maddeler ve sefalosporinin de lipit

peroksidasyonunu arttirdigi bildirilmistir (73,79,85).

3.5. Bobreklerde Antioksidan Sistem

Bobreklerde intrensek antioksidan enzimlerin fonksiyonu gdsterilmis; SOD
(manganez ve ¢inko-bakir bagimli formlar), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve hem oksijenaz gibi antioksidan enzimlerin hepsi bobreklerde tanimlanmistir.
Diger hiicreler gibi bobrek hiicreleri de reaktif O, metabolitleri gibi biyolojik
situmuluslara endojen antioksidan enzimlerini arttirarak cevap verir (73).

Nath ve ark. iskemi-reperfiizyon modelinde selenyum ve vitamin E
diyetinden yoksun birakilan deney hayvanlarinda, yapisal ve fonksiyonel bobrek
hasarmi gostermis; ayrica bu hayvanlarda yiiksek MDA seviyeleri tespit ederek,
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kontrollerde izlenmeyen mortalitenin diyetten yoksun birakilan si¢anlarda %350
seviyelerine ¢iktigmi1 gostermislerdir. Bobrek dokusundaki antioksidan savunma
sistemini ve Onemi, antioksidan enzimlerin endojen ve eksojen uyarimlarla
dretimlerinin arttirilmasiyla ve eksikliklerinde c¢esitli patolojilerin ortaya ¢iktiginin
gosterilmesi ile ortaya koymuslardir (86).

Glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in gerekli bir metal olan selenyumun diyetle
almmamasimin, sigan bobreklerinde yapisal ve fonksiyonel hasara yol agmas1 bobrek
hastaliklarinda antioksidan enzimlerin 6nemini gostermesi agisindan i1yi bir deneysel
model olmustur (86).

Dietilkarbomat ve dietilmalat kullanilarak SOD ve GSH-Px {iretiminin bloke
edilmesi bobreklerde proteiniiri ve bobrek fonksiyon kaybi olusturarak doku hasari
meydana getirmistir. Oksidan strese maruz kalan bobreklerde vazokonstriksiyon sik
karsilasilan bir bulgudur. Vazodilatér olan NO oksidan stres sonucu olusan O,
radikallerince  yikilir.  Superoksid dismutaz enziminin O,"  radikalininin
dismutasyona ugratarak indirekt olarak NO yikilimini 6nlemesi, SOD enziminin
bobreklerde dnemli bir antioksidan enzim oldugunu diisiindiirmektedir (87).

Sican glomeriiler mezansial hiicreleri H,O, ile inkiibe edildiklerinde Mn-
SOD aktivitesinde artis tespit edilmistir. Sicanlarda izole edilen glomeriiler hiicreler
iskemi-reperfiizyona maruz birakildiklarinda total SOD, Mn-SOD, GSH-Px ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin tiimiiniin arttig1 gosterilmistir (87).

Singh ve ark. bobrek dokusunda iskemi reperflizyon gibi oksidan stres
olusturan durumlarda, transkripsiyonel ve translasyonal seviyelerde regiile edilebilen
antioksidan enzimlerin, aktivitelerinin azalarak down regulation oldugunu
bildirmislerdir. Glukokortikoidlerin 6zellikle de metil prednizolon uygulamasinin ise
bobreklerde tiim antioksidan enzimleri arttirarak antioksidan sistem iizerine up

regulation sagladigi belirtilmistir (88).
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OZON/ OKSIJEN KARISIMLARININ TIPTA KULLANIMININ
TEMEL OZELLIK VE GEREKLILIKLERI

4.1. Ozonun Dogadaki Durumu ve Calisma Alaninda Azami Konsantrasyonu

Ozon (O3) ii¢ oksijen atomundan olusan renksiz, keskin kokulu stratosferde
bulunan en 6nemli gazlardan biridir. Kesfinden sonraki ilk yillarda dezenfeksiyon
amaciyla kullanilirken yillar igerisinde yapilan caligmalar medikal kullanimini
glindeme getirmistir. Ozonun bu dezenfekte edici etkisi giiclii okside edici
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Sadece viriis ve bakterileri 6ldiirmekle kalmaz tiim
mikroorganizmalar ve toksinlerini de okside edebilir. Ozon ayrica fenolleri,
pestisidleri, deterjanlari, kimyasal atiklar1 ve aromatik bilesikleri de etkili sekilde
notralize edebilir (89,90). Ozon kimyasal yapis1 itibariyle radikal 06zelligi
tasimamakla birlikte, florin ve persiilfattan sonra bilinen {i¢ilincii en gii¢lii oksidan

maddedir (90).
4.2. Ozon Nasil Elde Edilir?
Ozon olusumunu gosteren tepkime asagida belirtilmistir:
30, + 68,4 Kcal — 205

Diisiik frekans voltajda plazmik desarjli tibbi ozon jeneratoriiniin ilkesi resim
1’de agiklanmaktadir. Burada tibbi ozon seri baglanmis iki yiiksek voltaj tliptinden
gecmektedir. Tipler de yaklasik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja baglhdir.
Enerji O, molekiillerinin oksijen atomlarina ayrismasini saglar. Atomlar var olan bir
O, molekiiliiyle birleserek O3 ozon molekiiliinii olusturur. Fazla veya kullanilmayan

ozon katalitik yolla yeniden oksijene doniistiiriiliir (90).
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SIRINGANIN DOLDURULMASI
VEYA GAZ UYGULAMASI
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Resim 1. Bir tibbi ozon jeneratoriiniin isleyis ilkesi.

Bu islem sirasinda asagidaki basamaklar gergeklesir (90):
1. Oksijen molekiiliiniin bir pargasi elektrik tatbiki sonucunda ayr1 oksijen

atomlarna ayrigir:
+Enerji
0-0O > 20
AH= +489kJ / Mol (+117 kcal / Mol)

2. Enerji yikli atomlar oksijen molekiiliiyle reaksiyona girer, enerjilerini

yitirir ve ozonu (O3) olustururlar:

O
~o~+~o—o~—>o/ \ 0
_l’_ -
AH= - 105 kJ / Mol (-25 kcal / Mol)
Veya

302 EEm—— 203
AH= +140 kJ / Mol (+34 kcal / Mol)



34

Ozon ayristiginda toplam enerji (AH = + 140 kJ / Mol) bir kez daha ortaya
cikacaktir.

4.3. Tedavi Amach Kullanimlar

4.3.1. Medikal ozon ve etki mekanizmasi

Ozon 1840 yilinda Christian Friedrich Schonbein (1799-1868) tarafindan
kesfedilmistir. Schonbein baslangicta ozonun bir nitrojen bilesigi oldugunu
diistiniiliityordu. Ancak, daha sonralar1 ozonun farkl: bir bilesik oldugunu belirleyerek
“ozon” terimi yerine “ozonize oksijen” kavramini 6nerdi. Ozonun tibbi amagla
kullannminin ilk olarak 1880 yilinda Dr. John Harvey Kellogg tarafindan
gerceklestirildigini yazan kaynaklar bulunmakla birlikte, daha yaygin goriise gore
kabul edilen ilk tibbi kullanim1 Birinci Diinya Savasi sirasinda Alman askerlerinin
kangren ve benzeri ciddi yaralanmalarini tedavi eden Dr.Albert Wolff’a
dayanmaktadir. Dr. Erwin Payr (1871-1946) 1932°de gecirdigi bir hastalik nedeni ile
kendi bedeninde ozon tedavisini denemistir. Bilimsel bir toplantida ozonun tedavi
edici bir ajan olarak giindeme alindig1 ilk 6nemli organizasyon ise 1935 yilinda
Berlin’de toplanan 59. Alman Cerrahi Birligi toplantisi olup, burada Dr. Erwin Payr
“Cerrahi’de Ozon Uygulamalar1” baslig1 altinda kendi vakalarindan olusan derleme
tiirtinde bir sunum yapmistir. 1950 yilinda E.A.Fisch (1899-1966) ozon tedavisini dis
hekimligi alaninda uygulamistir. Laboratuar ekipmani i¢in de ilk kez ozon kullanim1
Fish tarafindan gergeklestirilmistir. Joachim Hiansler (1908-1981) Hans Wolff ile
birlikte 1972 yilinda Tibbi Ozon Dernegi’ni kurmustur. 1993 yilinda bu kurulusun
ad1 “Hastaliklarin Onlenmesi ve Tedavisinde Ozon Uygulamalar1 Tip Dernegi”
olarak degistirilmistir. Bu tarihten sonra 80’li yillara kadar, ozon tedavisini miinferit
olarak uygulayan cesitli hekimler ve arastirmacilar bulunmaktadir. 1980’11 yillardan
itibaren ise tibbi amacgla ozon kullanimmma yonelik bilimsel ¢aligmalar artmaya
baslamustir (90).

Ozon tedavisi belirli bir miktarda oksijen/ozon karisiminin viicut bosluklarma
ya da dolasim sistemine uygulanmasidir. Bu karisim intravendz, intramuskuler,

intraartikiiler, intraplevral, intrarektal ve intradiskal uygulanabildigi gibi topikal de
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uygulanabilir (90). Ozon tedavisinin klasik uygulamasi haline gelmis olan yontem
1974 yilinda Wolff tarafindan tarif edilmistir. Bu yontemde bir miktar kan (50-270
ml) viicut disina alinir ve ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon
karisimiyla temas ettikten sonra tekrar aymi kisiye geri verilir (ototransfiizyon) (90-
92). Bu uygulama major otohemoterapi (MAH) olarak adlandirilmaktadir.

Ozon reaktif bir molekiil oldugu i¢in tibbi amagh kullanimi esnasinda dikkat
edilmesi gereken bazi durumlar vardir:

Ozon, hi¢cbir zaman saf olarak verilmemeli ve belli oranda oksijenle
karistirilarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen %95°ten az, ozon %5 ten fazla
olmamalidir. Normal atmosfer havasinin bu karigima girmesi engellenmelidir. Ciinkii
ozonun reaktif 6zelliginden dolay1 hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan azot
dioksit (NO,) olusabilmektedir. Ayrica emboliye sebep olmamasi i¢in ozon gaz
olarak damar sistemi igerisine verilmemelidir. Tim islemler sirasinda ozona
dayanakli malzemenin (paslanmaz celik, nétral cam ve teflon) kullanilmasi
gerekmektedir (91,93).

Ozon diger gazlar (O,, CO;) gibi suda ¢oziinebilir. Oksijene gore 1,6 kat daha
yogun ve suda ¢Oziniirligli 10 kat daha fazla olan bir molekiildiir. Saf suda diger
gazlar gibi Henry kanununa gore c¢oziiniir. Coziinmesi 1siya, basinca ve
konsantrasyonuna baghdir. Biyolojik sivilarda ise ozon oksijenden farkli olarak
hizlica biyomolekiiller ile reaksiyona girer. Dolayisi ile MAH esnasinda uygulanan
ozon/oksijen karisimindaki ozon afinite sirasiyla ¢oklu doymamis yag asitleriyle,
antioksidanlarla ve sistein gibi siilfhidril (SH) grubu tasiyan tiyol bilesikleri ile
reaksiyona girer. Ozonun miktarma bagli olarak karbonhidratlar, proteinler
(dolayisiyla da enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilir. Tiim bu
bilesikler ozon karsisinda elektron donorii gibi davranarak oksitlenirler. Sonucta
stiperoksit (O;7), hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi SOR
olusur. Bu reaksiyonlardan en 6nemlisi doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur

(94). Ana reaksiyon asagidaki gibidir:

R-CH=CH-R’ + O3+ H,0 — R-CH=0 + R’-CH= + H,0,
Bu reaksiyonda her bir hidrojen peroksit ile birlikte iki de lipit oksidasyon
irtini (Lipid Oxidation Products = LOP) olugsmaktadir (94). Lipit oksidasyon
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irtinleri i¢in 1yi bilinen Ornekler sunlardir; lipoperoksil radikalleri, hidroperoksitler,
malondialdehit, izoprostan, alkenaller ve 4-hidroksi-2,3-trans nonenal (HNE)
(94,95).

Sonug¢ olarak, ozonun biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin serbest
radikallerin varligi Onemlidir. Son zamanlara kadar oksidatif stresin hiicre
hasarindaki rolii ve hastaliklarin altinda yatan patolojik siireclere etkileri konusuna
odaklanilmisti. Patolojik stlire¢lerde oksidatif stresin artis mekanizmalar1 ve etkilerini
aciklayan yiizlerce calisma yapilmistir. Yakin zamanda yapilan calismalarda ise
oksidatif stresin bilinenin tersi etkilerinin de olabilecegi goriilmiistir. Bu
calismalarda oksidasyon/rediiksiyon (redox) reaksiyonlarmin bagsta hiicre i¢i
haberlesme olmak iizere biyolojik mekanizmalarda rol aldig1 gosterilmistir. Artik
acik olarak biliniyor ki gerek reaktif molekiiller gerekse bunlarin ¢esitli biyolojik
molekiillerle reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan oksidasyon {iriinleri diisiik
konsantrasyonlarda (fizyolojik diizeylerde) hiicrede 6nemli roller iistlenmektedir
(94,95).

Ozonun biyolojik etkilerini agiklamak i¢in yapilan calismalarda daha cok
otohemoterapi (MAH) tedavisi model almmistir. MAH esnasinda uygulanan
ozon/oksijen karigimindaki ozon plazmada hizla ¢oziiniir. Daha Once bahsedildigi
gibi sivilardaki ¢Ozilintirliigli fazla olan ozonun bir kismi plazmada bulunan
antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarmm miktarlarin1 azaltir. Bu anlik olaylar
sirasinda c¢esitli SOR de olusabilmektedir. Bu radikallerin yar1 6mrii ¢cok kisa oldugu
icin, daha kan hastaya geri verilemeden, yani ototransflizyondan 6nce bunlar ortadan
kalkarak yerlerini lipit oksidasyon lriinlerine birakirlar. Bu {irlinler, biiyilk oranda
eritrositlerin membranlarmin oksidasyonu ile ortaya ¢ikar. Eritrosit membranindaki
doymamis yag asitleri oksidasyona c¢ok duyarhidir. Yukarida formiiliini de
gosterdigimiz tiizere, bu reaksiyonlar sirasinda ortaya cikan hidrojen peroksit,
molekiil yapis1 itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir molekiildiir (94,96,97).

Hidrojen peroksitin ozonun tedavi edici etkinliklerinin en azmndan bir
kismindan sorumlu davrandigi kabul edilmektedir. ilk etkilerinden biri eritrositlerde
2,3-difosfogliserat diizeyini artrma yoluyla hemoglobin-oksijen ayrigma egrisinin
saga kaymasima ve boylece oksijenin dokulara daha kolay birakilmasina neden

olmasidir. Plazmada konsantasyonu artan hidrojen peroksit kolayca hiicrelerin icine
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diffiize olarak; lokosit ve endotelial hiicrelerde cesitli interferon, interlokin ve
transforme edici biiylime faktorii (TGF) yapimini da artiran uyarilar: tetikler (98-
100). Lipit oksidasyon iriinlerinin yar1 Omiirleri ise saatlere varabilmekte,
dolayisiyla 6mrii ¢ok kisa olan SOR ilk etkileri sonrasinda ozonun gecikmis
etkilerinden sorumlu tutulmaktadir. Uzun yar1 Omiirlerinden dolayr bu iriinler
ototransflizyon yoluyla dokulara wulasarak buralarda cesitli biyolojik etkiler
gosterirler(98,100).

Otohemoterapi uygulamasi yapilmadan Once kanin antikoagiilan verilerek
hazirlanmasi1 gerekir. Ciinkili, ozon doza bagli olarak trombosit fonksiyonlarmin
artigina neden olmaktadir. Trombosit fonksiyonlarindaki artisin bazi yararl sonuglari
da olmaktadir. Aktive olmus trombositler iglerinde bulunan biiylime faktorlerini
salarak iskemi ve iilserli hastalarda iyilesmeye olumlu katki saglar (93,101).

Ozonun konsantrasyonuna bagli olarak (kuvvetli okside edici 6zelligi
nedeniyle) belli bir orandan sonra viicut i¢in de toksik etkisi olabilecegi gercegini
unutmamak gerekmektedir. Dogal olarak, organizmadaki antioksidan savunma
sistemleri ozon oksidasyonuna karsi koyacaktir. Plazmanmn sahip oldugu genis
antioksidan kapasite ve eritrositlerdeki antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon
toksisitesine kars1 en direngli dokudur. Otohemoterapi uygulamalar1 sirasinda
plazmada ¢6ziinen ozonun burada bulunan antioksidanlar (bilirubin, askorbik asit,
SH grubu tasiyan glutatyon ve albumin) ile reaksiyona girerek bunlarin
konsantrasyonunu azaltmaktadir (96). Diger taraftan, MAH sonucu ortaya ¢ikan SOR
artig1 ve antioksidanlarin azalmasi gecici bir durumdur. Bocci ve ark. yaptiklari
calismada degisik dozlarda (20, 40, 60, 80 ug/ml) ozon uygulanmis kanlarda dozla
dogru orantili olarak glutatyon ve total antioksidan seviyesinde azalma, lipit
peroksidasyonu ve okside glutatyon diizeyinde artma oldugunu gostermis,
uygulamanin 20 dakika sonrasinda ise antioksidan diizeylerinin eski haline
dondiigilini tespit etmislerdir (102).

Otohemoterapi uygulamasi sirasinda tedavinin etkinligini kanin toplam
antioksidan giicii belirlemektedir. Kanin antioksidan kapasitesi diisiik, ozonun
konsantrasyonu fazla olursa siddetli membran oksidasyonu sonucu eritrositler
hemolize olur, tam tersi oldugunda ise ozondan beklenen SOR ve H,0O, yanit1 yeterli

olmayabilir ve arzulanan terapotik etki goriilemeyebilir. Ozon uygulamalar:
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sonucunda olugmas1 beklenen SOR ve lipit oksidasyon iiriinlerinin terapotik etki
gosterebilmesi i¢in belli bir konsantrasyonda olmasi gerekir (97). Bu agidan, kanda
bulunan antioksidanlarin 6nemi yapilan bir calisma ile gosterilmistir (103). Bu
calismada, eritrositler yikanarak plazmadan wuzaklastirilmis ve  degisik
konsantrasyonlarda ozon uygulanmistir. Yapilan degerlendirmelerde diisiik (10-20
pg/ml) ozon konsantrasyonlarindaki uygulamalarda bile eritrositlerin ¢ogunda
hemoliz oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu ve benzer caligmalarin sonuglarina
dayanilarak, ozonun terapotik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak belirlenmistir
(103). Bu ozon konsantrasyonu Rice-Evans’in tarif ettigi total antioksidan kapasiteyi
%25’ten fazla diisiirmedigi gibi azalan antioksidanlar 20 dakika sonra eski haline
gelmektedir. (101,104).

Ozon uygulamasi ile hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin de uyarildigi
bildirilmistir. Bu enzimin artisindan gerek SOR gerekse yukarida sozii edilen 1liml
eritrosit hemolizi sorumlu olabilir. Hem oksijenaz-1 hem halkasmin yikim yolunda
gorev alan mikrozomal bir enzimdir ve yapimi oksidatif stres artisi, proinflamatuvar
sitokinler ve NO ile uyarilabilmektedir Bu enzim hem molekiiliinii biliverdin ve
karbon monoksite (CO) pargalar. Son yillarda HO-1 ile yapilmis bir¢ok ¢aligmada bu
enzimin; antioksidan antiapopitotik antiinflamatuar etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Ozon uygulamast sonucu goriilen en etkin HO-1 artisinin ayn1 zamanda ozonun
terapotik doz araligi olarak da vurgulanan 20-80 pg/ml arasinda ortaya ¢iktigi
gosterilmistir. Yine HO-1’in yaninda 1s1 sok protein-70’in de arttigi belirtilmistir
(101).

Ozonun diger bir uygulama sekli olan mindr hemoterapide ise hastadan
alman 5 ml kan ile ayn1 miktarda 80-100 pl/ml konsantrasyonundaki oksijen/ozon
karisimi1 bir dakika inkiibe edilir. Bu siire zarfinda ozonunun, yine ayni sekilde kanda
once c¢oOziinlip sonra da biyolojik molekiiller ile reaksiyona girmesi beklenir.
Sonrasinda bu kan, gluteus kasina yavasca enjekte edilir. Bu uygulama sonrasinda
kas i¢cine enjekte edilen kanin doku derinliklerine ilerlerken pihtilagmasina ragmen
hastalardan ¢ok azi1 hafif sisme ve agridan yakmmaktadir. Bu islem esnasinda
anesteziye gerek yoktur. Tartisjmali olmakla birlikte, bu uygulamanin
immiinmodiilatuar bir etkisinin oldugu iddia edilmekte ve etki mekanizmasi su

sekilde aciklanmaktadir: Enjeksiyon yerinde hafif derecede steril inflamasyon
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meydana gelmekte, bolgeye ndtrofil ve monositler gelerek denatiire proteinleri ve
parcalanmis eritrositleri fagosite etmektedir. Eger kan i¢inde HCV, HBV ve HIV gibi
virilisler var ise ozon tarafindan inaktive edilip par¢alanmis bu viriis atiklar1 bolgeye
gelen bu immiin hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Boylece bu islem bir cesit as1

etkisi yaratir ve immiin sistemi bu antijenlere karsi uyarir (97).

4.3.2. Medikal ozon tedavisinin klinik uygulamalar ve endikasyonlar

Ozon tedavisinin Ozellikle inflamatuar siirecin yogun olarak yasandigi ve
immiin sistemin 6n planda yer aldig1 fizyopatolojik durumlarda tedavi edici etkisi
sasirticidir. Ozon uygulamalar1 yara iyilesmesi, yasa bagli makuler dejenerasyon,
iskemik ve infeksiyoz hastaliklarda yapilan vaka analiz ¢caligsmalarinda olumlu etkiler
gostermistir. Bunun yaninda basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan hepatitlere kadar
uzanan genis bir araliktaki c¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda etkin olarak
uygulanmaktadir (105,106). Martinez-Sanchez ve ark. diyabetik ayak gelismis
hastalarda yaptiklar1 ¢alismada ozon tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir
(107). Bu ¢alismada ozon tedavisi uygulanan hastalarda antibiyotik tedavisi alanlara
gore yara tyilesmesi hizlanmis, hastanede kalma siireleri kisalmis, glisemi diizeyleri
daha 1iyi kontrol edilebilmis ve antioksidan enzim diizeyleri artmus olarak
bulunmustur. Ayrica ¢esitli derecelerde artrit ve artroz vakalar1 ile romatizmal
hastaliklar1 da kapsayan ortopedik hastaliklarda da faydali etkiler rapor eden
arastirmalar dikkat ¢ekmektedir. Bir ¢alismada lomber disk hernisi olan hastalara
oksijen/ozon karisimi disk i¢ine enjeksiyonla uygulanmistir ve gerek hasta
memnununiyeti gerekse medikal olarak yapilan degerlendirmede bu tedavinin yararl
oldugu goriilmiistiir (107). Tablo 3’te ozonun spesifik etkileri temelinde

endikasyonlar1 gosterilmektedir.



Tablo 3. Tibbi ozonun spesifik (tibbi ve fizyolojik) etkileri ve endikasyonlar1
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Endikasyonlar

Etki mekanizmasi

Arteriyel dolagim bozukluklari

Eritrosit metabolizmas1 aktivasyonu

O,’nin serbest kalma etkisi

Yiizeyel iilserler ve deri lezonlar1

Dezenfeksiyon

Yara iyilestirme 6zelligi

Patolojik bagirsak sorunlari (kolit,

proktit, fistiiller)

Dezenfeksiyon
Immiino-aktivasyon

Anti-enflamatuar etki

Enfeksiyonlar ve viriis kaynakli

hastaliklar

Immiino-modiilasyon

Karsinojenik durumlarda ek tedavi

Immiino-aktivasyon

Geriatrik sorunlar

O,’nin serbest kalma etkisi
Immiino-aktivasyon

Enzim aktivasyonu

Romatizmal hastaliklar (enflamatuvar

durumlar, dejeneratif durumlar)

Anti-enfalamatuar etki
Anti-oksidatif kapasitenin aktivasyonu

Immiino-modiilasyon

Dis hekimligi

Dezenfeksiyon

Yara iyilestirme 6zelligi

4.3.3. Medikal ozon tedavisinin yan etki ve kontrendikasyonlar

Ozon tedavisinin yan etkisi son derece azdir. Simdiye kadar bildirilen yan

etkiler uygulama hatalarina bagh ozona dayanikli malzemelerin

(uygun,
kullanilmamasi, lokal uygulamalarda kuru yiizeylere uygulanmasi, yaraya uygun
boyutlarda torba veya folyo kullanilmamasi gibi) lokal komplikasyonlardir (108).
Bazi1 durumlarda ozon terapisi uygulanmasi sakincali olabilir. Bu durumlar; G6PDH
enzim eksikligi, 6zellikle erken donem olmak {izere hamilelik, anjiotensin g¢evirici
enzim (ACE) inhibitorii tedavisi gorenler, hipertiroidi, kanama bozuklugu, kontrol
altma almamayan kardiyovaskiiler hastaliklar ve ozona reaksiyon gdsteren astim

hastalar1 olarak siralanabilir (108).
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Solunan havada artan O; konsantrasyonuna bagli olarak arganizmada ortaya ¢ikan
toksik durumlar tablo 4’de gosterilmistir (108).

Tablo 4. Solunan havadaki ozon gazi konsantrasyonu ile artan toksik etkiler

Havadaki O3 konsantrasyonu Toksik etki
(ppm) ._
0,1 Ust hava yollarinda irritasyon ve salgi artisi
1,0-2,0 Rinit, oksiirtik, bas agrisi, bazen 6giirme ve bulanti
2,0—5,0 (10 —20 dk) Ilerleyici dispne, bronsiyal spazmi retrosternal agr1
5,0 (60 dk) Akut pulmoner 6dem ve bazen respiratuvar paralizi
10,0 4 saat i¢cinde 6lim
50,0 Dakikalar iginde 6liim

4.4. Medikal Ozon Uygulama Bi¢imleri ve Kullanim Alanlar

4.4.1. Sistemik uygulama bicimleri

4.4.1.1. Ekstrakorporal kan tedavisi, Major Otohemoterapi
(MAH)

Son 10 yilda MAH diisiik riskli ozon uygulamalarmin en 6nemli bi¢imi
haline gelmistir. “Ozon+kan” reaksiyonu hastanin viicudu disinda gerceklesmekte;
bundan sonra hastanin “kendi kani” aktif alyuvar hiicreleri ile re-infiizyona
sokulmakta ve immuno-kompetan hiicreler aktive olmaktadir.

Bu tedavide ilke olarak yalnizca steril tek kullanimlik malzeme kullanilir.
Uygulama kapali, basinci alimmais bir sistem i¢inde yapilir. Ozonla calisirken hijyenik
anlamda hatasiz yontem kullanilmasina ek olarak, her zaman 6zel ozona direngli
malzeme kullanilmalidir. Hastanin 50-100 ml kani alinir, organizma disinda tam
olarak dogru dozda ozon ile zenginlestirilir. Ozon/oksijen karisimi, kandan son
derece ince kabarciklar biciminde gecirilir. Ozon oksijenle neredeyse aninda
reaksiyona girerek sivinin lizerinde toplanirsa da reaksiyon ve reaksiyonla ortaya
¢ikan maddelerin herhangi bir etkisi olmaz. Kan daha sonra hastaya olagan bigimde,
yani transfliizyon islemlerinde tibbi olarak Onerilen hiz olan dakikada 60-90 damla

seklinde verilir.
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Major otohemoterapinin en Onemli endikasyonlari; arteriyel dolagim
bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik yetersizliginden kaynaklanan hastaliklar,

kanser hastalarinin ek tedavisi, romatizmal hastaliklar ve eklem iltihaplaridir

(90,109,110).

4.4.1.2. Rektal O,/O; insiiflasyonu

En eski sistemik ve lokal uygulama yollarindan biri, ozon gazinin rektal
uygulanmasidir (89). Sistemik etkileri agisindan MAH’ye gercek bir alternatif
olusturmustur. Bu yontemle yaklasik 10-12 instiflasyonluk bir dizinin uygulanmasini
takiben MAH 1 sonuglaria benzer bir metabolik degisim (ATP artis1 ve 2,3-DPQG)
elde edilir. Rektal insiiflasyon, katetere bagli ozona direngli siringa yardimiyla veya
bir ozon konteyneri ile silikon doz ¢antasi kullanilarak gercgeklestirilir. Kural olarak
150-300 ml ozon/oksijen karigimu tatbik edilir. Kapatma muslugu bulunan konteyner
dogrudan jeneratdrden doldurulur ve doz ¢antasma baglidir. 150 ml hacmi olan doz

cantasi bir tlip sistemi araciligiyla katetere de baghdir. Doz ¢antasina giden ve gelen

her iki hat agilmayan musluklarla emniyet altina alinmustir.

Resim 2. Belirli dozda O,/O; karigiminin rektal irigasyonu i¢in kullanilan ekipman:
(1) Doz balonu, (2) ozon rezerv konteyneri, (3) kapama muslugu, (4) agma muslugu,

(5) baglanti tiipii (Luer/Luer lock), (6) kateter (sonda)
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Ampirik ac¢idan rektal insiiflasyonun en fazla kanitlanan endikasyonlari;
sistemik olarak MAH’de, Ozellikle de intravendz reinfiizyonun damarlarin uygun
olmamas1 nedeniyle uygulanamadigi yasli hastalar; topikal olarak bagirsaklarda
proktit ve kolit gibi patolojik durumlar ve c¢ocuklarda bir enfeksiyonun digerini

izledigi, bagisiklik sisteminde zaafiyet olan pediatrik enfeksiyonlardir (90,109).

4.4.1.3. Minor Otohemoterapi

Bier’e gore adale igine uygulanan bir otohemoterapi bigimi olan minor
otohemoterapinin spesifik olmayan immiino-aktivator olarak biiyiik deger tasidigi
gosterilmistir. Ozona direngli 30ml tek kullanimlik siringaya 10 ml ozon/oksijen
karigim1 doldurulur ve hastanin 3-5 ml kanma 20 pg/ml eklenir ve karistirildiktan
sonra intramuskiiler olarak yeniden enjekte edilir. Temel endikasyonlar1 alerjik

vakalar, akne, fronkiilosisdir (90).

4.4.2. Topikal Uygulamalar

4.4.2.1. Diisiik basin¢ch ozon gazi uygulamasi

Diisiik basing terimi normal atmosfer basincinin altindaki degerler i¢in
kullanilmaktadwr. Lokal olarak smirli yaralarda, ozon gazinin diisiik atmosferik
basingta ve bir emme kab1 altinda siirekli akismin olumlu etkisi daha 6nce yapilan
calismalarda gosterilmistir (90). Burada ozon/oksijen karisimi plastik  kap
bicimindeki cihazdan siirekli olarak tedavi edilecek bolgeye akitilir. Bolge daha dnce
suyla 1slatilir, artik Os geri ¢ekilir ve kataliz araciligiyla yeniden O,’ye doniistiiriiliir.
Basing hastanin kendisini en az rahatsiz hissedecegi sekilde ayarlanir.

Basing kisiye gore ayarlanabilir ve hastanin ihtiyag¢larini, lezyonun ciddiyetini
esas alir. Uygulamanin 6zellikle dekiibitis, radyasyon tahribatinda ve fistiillerde

yararlt oldugu bilinmektedir (90).
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4.4.2.2. Ozona direncli plastik kaplarda transkutanéz ozon

imersiyonu

Varis {ilserleri ve genis alana yayilan enfekte olmus yaralarin tedavisinde
ozona direngli plastik canta ve/veya torbalarin kullanilmasi pratik olmaktadir. Hem
canta hem torbalara uygun bir baglant1 pargasi ve a¢cma/kapama musluklar1
takilmistir. Yara islem oOncesinde bol suyla yikanir. Plastik canta yara iizerine
dikkatle yerlestirilir. Bir bandaj yardimi ile gaz kagagi Onlenir. Hava, Once
acma/kapama  muslugu  kullanilarak  ¢antadan ¢ikarilir ve  belirlenmis
konsantrasyondaki ozon/oksijen karigimi ile doldurulur. Ulser veya yara bolgesinin
15 dakika boyunca karisim ile temas etmesi yeterlidir. Kalan atik ozon katalizor
kullanilarak oksijene doniistiiriiliir ve solunum yoluyla ilgili her tiirlii sorun elimine

edilmis olunur (90,109).

4.4.2.3. Ozonize su uygulamasi

Ozonize su yeni veya yakin zamanda yapilmis cerrahi miidaheleler de dahil
olmak iizere enfekte olmus her tiirlii yaraya kars1 topikal uygulama icin endikedir.
Ozonize su kompresler bigiminde uygulanabilir. Ozonize H,O kompresleri, 6zellikle
o0dem olusumu gibi enflamatuar siireglerin baslangi¢ asamalarinda, hizli ve 6nemli
Olciide agr1 gidericidir. Lokal O3 uygulamasi hiicresel metabolizmay1 aktive eder,
ATP’de artis saglar ve lezyonun en yakminda olupta heniiz iremeye yatkinligini
koruyan hiicerelerin yeniden polarize olmalarina katkida bulunur (90,109).

Kural olarak ozonize su ¢ift damitilmis sudan taze olarak hazirlanir. Bu suyun
ml’si azami 20 pg ozon absorbe eder, oda sicakliginda yar1 6mrii yaklasik 10 saattir.
Buzdolabinda bu siire 5 giine ¢ikar, yani ozonize suyun evde kullanilmasi da
miimkiindiir. Ozonize su tamamen giivenli bir maddedir. Pratik olarak herhangi bir
gaz aciga cikarmadigr i¢in havaya ozon karigsmaz. Bu tedavinin en Onemli
endikasyonlari; yeni yaralar, enfekte yaralar, mantar enfeksiyonlari, liken veya

kiifler, zona, herpes zoster, otitis ekstrenadir (110).
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4.4.2.4. Topikal rektal insiiflasyon

Sistemik etkisine ek olarak rektal ozon/oksijen gaz insiiflasyonun lokal

etkiside kolit ve proktit tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir (90).

4.4.2.5. Intraartikiiler ozon enjeksiyonu

Intraartikiiler ozon enjeksiyonunun basta diz ve omuz eklemleri olmak iizere
akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda yararl ve etkin oldugu kanitlanmistir.
En 6nemli endikasyonlari; gonartrozis, akut omuz eklemleri sorunu, kismi simirl
hareket fonksiyonu, kronik omuz eklemi hastaliklari, agrili hareketlerin tedavisidir
(111).

4.4.3. Ozonize edilmis zeytinyagi

Dogrudan uygulanan ozonla karsilastirildiginda, mantar ve bakteri 6ldiiriicii
etkiski daha yavastir. Mikroorganizmalarin ozonize suda inaktivasyonu birka¢ saniye
alirken, ozonize zeytinyaginda, igerdigi peroksidik iirlinler nedeniyle ayni etki birkag
saat icinde gergeklesir. Mantar ve bakteri oldiiriicii etkisi nedeniyle ozonize
zeytinyag1 basta yaygm fungoid/mikoid deri enfeksiyonlar1 olmak iizere lezyonlarin
lokal dezenfeksiyonu ve iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir (90,109).

Ozon tedavisinin uygulama bigimleri ve temel etki mekanizmalar1 tablo 5°de

gosterilmistir.
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Tablo 5. Tibbi ozonun endikasyonlarla baglantili uygulama bi¢imleri ve

temel etki mekanizmalari

Uygulama

Endikasyon

Etki mekanizmasi

1.Sistemik uygulamalar

G

Ekstra-korporal kan tedavisi

UK

[EyoNo g

ve hasta kaninin intravenoz
reinfiizyonu ile major

otohemoterapi

Arteriyel dolagim
bozukluklari

Enfeksiyonlar, immiino-
aktivasyon, karsinoma
hastalarinda ek tedavi,

geriatrik alan

Romatizmal eklem

iltihaplart

- 2.3- DPG artis1 ile alyuvar
hiicrelerinin aktivasyonu,
ATP artig1, O, nin serbest
kalmasi

- Interferon ve interlokinler
gibi sitokinlerin serbest
kalmasiyla immiino-
kompetan hiicrelerin
aktivasyonu

- INF-B, TGF-f artisiyla
bagisiklik sisteminin
modiilasyonu

- SOD,GSH-P,, Catalase
aktivasyonuyla antioksidatif

kapasitenin artirilmasi

ERIBRALL

Rektal O3/0, insiiflasyonu

Arteriyel dolagim
bozukluklari, genel
immiino-aktivasyon,
adjuvan kanser terapisi.

Hepatit A,B,C.

Yukariya bakiniz.

1

Ekstra-korporal kan tedavisi

ve intramuskdiler
enjeksiyonla minor

otohemoterapi

Alerjiler, akne, fronkiil
tedavisi. Adjuvan kanser

terapisi.

Bagisiklik sisteminin
spesifik aktivasyonu s6z
konusu degil, genel

stimiilasyon.
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Uygulama

Endikasyon

Etki mekanizmasi

2.Topikal uygulamalar

iy
X

0O5’a dayanikli plastik torba
icinde trans-kutandz gaz

banyosu

|

EE%

Emme kab1 veya plastik bot

===}

icinde algak basmgh
uygulama

Ayak iilserleri, dermatozlar

Dekiibitis yaralari,
diyabetik gangren, kotii
yaralar, fistiiller, radyasyon

fistiilleri, radyasyon hasar1

- mikrobisidal ozon etkisi;
bakterisidal, fungusidal, viriis

aktive etme etkisi

- yara temizleme,
- yara iyilestirme,

- immiino-aktivasyon(TGF)

ERIBRALL

Rektal O3/0, insiiflasyonu

Vajinal insiiflasyon

Proktit, kolit

Candidal enfeksiyonlar

- anti-enflamatuar etki,
- daha iyi O, temini

- yara iyilestirme

- fungisidal etki

TSRS

Intra-artikiiler enjeksiyon

(6zellikle diz ve omuz)

Romatoid artrit, dizde
iltahaplanma, gonartroz,

travmatik diz bozukluklar1

- anti-enflamatuar etki

- SOD aktivasyonu

- immiino-kompetan ve
kikirdak hiicre aktivasyonu

- TGF-B’nin serbest kalmasi
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Paravertebral ve intra-

mukiiler enjeksiyonlarin
diger tedavilerle birlikte

kombine kullanimi

Myo-travmatik sendromlar,

myogelosis

- Hiicre metabolizmasinin
aktivasyonu, ATP artis1
- Antioksidanlarin

aktivasyonu

Sprey veya kompres olarak

0zonize su

H20
+
O3

Damla uygulamasi

Taze yara lezyonlari,
yaniklar, mantar

enfeksiyonlar, herpes

Otitis

- yara temizleme,

- anti-enflamatuar etki,

- hiicre metabolizmasinin
aktivasyonu,

- immiino-aktivasyon(TGF)

.....

A

Sprey veya yikama suyu

olarak ozonize su

Dis hekimligi; dis
¢ekimlerinden sonra, bukkal
enfeksiyonlarda

(6r;candida), apseler

- dezenfeksiyon,

- yara temizleme,

OZON
MERHEM-
LERI

Mantar enfeksiyonlari,
bakteri enfeksiyonlari,

yaniklar, deri lezyonlari

- fungusidal etki
- bakterisidal etki,

- yara temizleme

4.5. Tibbi Ozonun Etkime Mekanizmalarn

4.5.1. Bilesim ve etki

Hacim olarak %0,05-%35 oraninda saf oksijen ve saf ozon karisimi olan 1-100

pg/ml konsantrasyon araligindaki tibbi ozon fizyolojik kosullarda yiiksek derecede

secici reaktivite gosteren bir terapi ajamidir. Ozonun tibbi olarak uygulanabilen

ozellikleri sunlardir (90,109):
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a. Bakterisid, fungusit ve virostatik 6zelligi
b. Elektrofilik bir molekiil olarak segici reaktivite 6zelligi (pH<7)

c. Oksidasyon ve reaktif oksijen tiirii

Lokal ozon uygulamasinda ilke mikrop o6ldiriicii ve yaralar1 iyilestirici
ozelliginden faydalanilmasidir. Lokal uygulamada (topikal etki) tibbi ozonun etkileri
asagidaki gibidir.

a. Bakterisidal, fungusidal ve virostatik etki

b. Yaralar1 hizl1 ve etkin temizleme etkisi

c. Yara iyilesmede gelisme ve hizlandirma etkisi .

d. Etkin bir bagisiklik sistemi harekete gecirici etki (immuno-aktivator)

Sistemik etkisi Oncelikle hiicresel metabolizmay1 aktive etme yetenegiyle

hayata geger. Bu etki mekanizmasi tablo 6’da gosterilmistir (90).

Tablo 6. Tibbi ozonun ekstra-korporal kan tedavisinde etkisi (sistemik etki)

Tibbi ozonun ekstra-korporal kan tedavisinde etkisi (sistemik etki)

Alyuvar hiicreleri Immiino-kompetan hiicreler

Reolojik 6zelliklerin gelismesi Mononiikleer hiicrelerin 1liml1 aktivasyonu
Eritrosit metabolizmasmin aktivasyonu, | Sitokinlerin salinmasit (IL-1,IL-2,INF-y,
2,3-DPG ve ATP artis1 TNF-a, TGF- vb.)

Hb O,/Hb dengesinin saga kaymasi

O, salgisinda gelisim

4.5.2. Tibbi Ozonun Reaksiyon Mekanizmalar:
4.5.2.1. iyonik ve radikal mekanizmalar
Eslik eden maddeye bagh olarak Os; farkli mekanizmalara goére degisik

reaksiyonlar verir (90). Ornegin; ozonun molekiil oksijen iginde ¢Oziilmesi ile

sisteme bagli yar1 dmiir degerleri gaz durumunda 55 dakika, su i¢inde ¢oziilmesi ile
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10 saat olur. pH degerleri 7.4’e ve altinda iken doymamis yag asitleri varliginda
iyonik mekanizma ile parcalanan ozon radikal olusturmaz, buna karsin, pH degeri 8
veya iizerinde ise alkali ortamda ¢ok sayida radikal reaksiyonlar ve bunlarin iiriinii

olarak zincir radikal reaksiyonlar gerceklesir.

4.5.2.2. Ozon peroksitleri ve peroksitler

Ozonun sistemik uygulamasinda tibbi ozonun etkisiyle olusan peroksitler
ozonun hiicrelerdeki etkisini gosterir. Antioksidatif enzimleri aktive etmek i¢in
diisiik ozon veya peroksit konsantrasyonuna ihtiya¢ vardir. Bu uyar1 i¢in optimal
deger 20-60 ug/ml’dir. Diger taraftan, 80 ug/ml iizerinde toksik etki baslamaktadir
(101,112-114).

4.5.3. Ozonun etki mekanizmasi

Ozon temel etkisini su mekanizmalar araciligi ile gosterir (115-117):

1) Iskemik doku kan akimmi ve eritsositlerde 2,3 difosfogliserat diizeyini
artirmasina bagl olarak oksijen salinimini saglayarak

2) Kronik oksidatif strese bagli antioksidan sistemin aktivasyonu ve HO-1
miktari artirarak

3) Immun sistemde aktivasyon saglayarak

4) Noroendokrin sistem aktivasyonu yaparak sonucu kendini iyi hissetme hali

olusturarak gostertir.

Aslinda, ozon viicutta nétrofiller tarafindan bakterisidal etki olusturmak
amagcli immiin sistemin bir pargasi olarak kullanilan bir biyomolekiildiir (118,119).

Ozon viicutta plazma, lenf sivis1 veya serum fizyolojik icerisindeki cesitli
biyomolekiiller ile hemen reaksiyona girer ve tepkime sonucu molekiiler oksijen ve

reaktif oksijen atomuna doniisiir.

O; + Biyomolekil ——— O, + O
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Dolayisiyla ozon viicut icerisinde hemen ¢oziinerek farkli bir yapiya kavusur.
Ozonun kendisi toksik madde degildir ve etkisini ortaya ¢ikardigi radikaller
iizerinden saglar. Viicut icerisinde c¢oklu doymamis yag asitleri ile kisa zaman

icerisinde reaksiyona girer ve hidrojen peroksidi olusturur (120).

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

Hidrojen peroksit (H,O,) diizeyi ozon tedavisinin etkisini anlamada kritik bir
role sahiptir. Hidrojen peroksitin kendisi serbest radikal olmamasma karsin, biyolojik
zarlara niifuz edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldig1
rolden dolay1 6nemlidir. Diger bir 6nemli iglevi ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak
gorev yapmasidir (117). Hidrojen peroksit sitokin salmimini artiran indiiktorlerden
en belirgin olanidir (121). Organizmada H,O, nin yiiksek reaktif serbest radikalleri
olusturmasina kars1 savunma sistemi gelistirmistir. Plazma yar1 6mrii ¢ok kisa olup

(vaklasik 2,5 dakika) glutatyon peroksidaz ve katalaz tarafindan parcalanir (112).

4.6. Ozon ve Oksidatif Stres

Organizma viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iirlini olan serbest
radikalleri, dogustan kazandig1 cok hassas bir donanimla oksidan/antioksidan denge
olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya ¢alisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif
strese yol acar. Organizmada oksidatif strese neden olan radikal yapimi endojen ve
cevresel faktorleri igeren c¢esitli mekanizmalarla gergeklesir. Endojen faktorler
mitokondriyal sizinti, solunumsal patlama, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon
tepkimeleridir. Cevresel faktorlerin baslicalar1 ise sigara dumani, hava kirliligi,
ultraviyole 1sinlari, iyonize radyasyon ve ksenobiotiklerdir (organizmanin normal
metabolizmasi i¢in gerekli olmayan yabanci kimyasal maddeler) (122).

Cevresel bir faktor olarak ozon organizmada 6zellikle ¢coklu doymamis yag
asitleri, askorbik asit ve iirik asit, -SH grubu iceren tiol gruplarindan sistein, rediikte
glutatyon ve albumin ile reaksiyona girer. Ozon dozuna bagh olarak karbonhidratlar,

enzimler, DNA ve RNA elektron vericileri olarak oksidasyona ugrarlar (Sekil 1).
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Cevresel Faktorler Serbest Radikal Yapimi  Endojen Faktorler

Gecis Metalleri

Fe%,Cu"

|

Lipid Peroksidasyonu =~ DNA Hasar1  Protein Hasar1

N

Sekil 1. Serbest radikal hasar1

Doku Hasar1

Ozonun etkisi ile olusan SOR hiicre membranini etkiler. Siiperoksit ve
hidroksil radikalleri hiicresel, mitokondrial, niikleer ve endoplazmik zarlarda lipit
peroksidasyonunu baslatirlar. Béylece kalsiyum kanallar1 agilir ve hiicre i¢i enzim
aktivasyonuna bagli tepkimeler olusmaya baglar (123). Bu tepkimeler geri
dontistimsiiz olup hiicre hasarma yol agarlar.

Ozon plazma ile temas ettikten sonra organizma igerisinde belirgin olarak
SOR ve LOP ad1 altinda iki adet kimyasal yapinin olusumunda rol alir. Bu maddeler
viicut icerisinde kan hiicreleri ile birlikte diger organlar1 hedef alip, bu yapilar
iizerinde kontrollii oksidatif stres olusturarak fonksiyonlar1 ve yapilarinda degisiklige

yol agarlar (115,123) (Sekil 2).
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— Eritrosit ——— lyilesmis O, salinmi

—»SOR |——>Lkosit ———— ImmiinAktivasyon

— Platelet —— Otakoid ve biiylime faktor
Salinimi

O3 ———— Plazma

— Endote]l ——— Artmis NO salinimi

—» OPs— Kemik iligi—— K6k hiicre salinimi

— Diger Organlar—— Anti oksidan enzim

aktivasyonu

Sekil 2. SOR ve LOP’un organizma igerisindeki etkileri
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TAURIN

5.1. Taurinin Genel Ozellikleri ve Sentezi

Taurin (2-amino ethane siilfonik asit; C;H7NO;S); renksiz, suda eriyebilme
ozelligine sahip, molekiil agirligi 125,14 g/mol (dalton) olan nonesansiyel bir f
amino asittir (124,125). Karboksil (COOH) grubu yerine siilfidril (SOsH) grubunun
bulunmas: sonucunda diger aminoasitlerden ayrilmaktadir. ilk kez 1827 yilinda
Alman bilim adamlar1 Friedrich Tiedemann ve Leopoid Gmelin tarafindan “Bos
Taurus” olarak adlandirilmis ve 6kiiz safrasindan elde edilmistir. Taurinin kimyasal
yapist “H-SO3-CH,-CH,-NH,” seklindedir (126-129).

Genellikle aminoasit olarak sdylenmesine ragmen; karboksil grubu
icermediginden dolayr bilimsel literatiirde aminoasit olarak nitelendirilmemekte,
siilfathi grup igerdiginden dolay1 aminosiilfonikasit olarak adlandirilmaktadir. Taurin
yiiksek asidite tasir ve fizyolojik pH simnirinda tam olarak iyonize halde bulunur.
Tersine karboksilik gruplar bu araliklarda noniyonize durumdadir. Bu “es” iyonik
ozelligi ona diisiik lipofilik nitelik kazandirmaktadir (130,131).

Taurin organizmada metionin, sistein gibi siilfiir iceren aminoasitlerin
metabolizmasindan elde edilir (126,130). Organizmadaki taurin havuzu diyetle
alman kiikiirtlii aminoasitlerin endojen metabolizmasi ile belirlenir (132). Esas olarak
beyin ve karacigerde sentez edilmektedir.

Sentezinde lic metabolik yol izlenmektedir:

1. Sisteinin, sistein dioksijenaz tarafindan siilfonata oksidasyonu ve daha
sonra taurine dekarboksilasyonu (sistein siilfinat yolu).

2. Sisteinin sistein siilfonata oksidasyonu ve sistein siilfinat dekarboksilaz
tarafindan hipotaurine dekarboksilasyonu, hipotaurinin de hipotaurin dehidrojenaz
yoluyla taurine oksidasyonu.

3. Sisteinin fosfopentotenat ile reaksiyonu (pantotionat yolu) sonucu
sisteamin olusumu ve bunun da hipotaurine oksidasyonu (Sekil 3) (132,133).

Taurin sentezinde gorev alan tiim enzimler bir kofaktdr olarak B6 vitamininin
aktif koenzim formu olan pridoksal-5-fosfata gereksinim duyarlar. Bu nedenle B6

vitamini eksikligi endojen taurin diizeylerinde azalmaya sebep olur (131,134,135).



55

Sentezinde hiz kisitlayici enzimler, sisteinin sistein siilfinik asite
oksidasyonunu saglayan Sistein Dioksijenaz (CDO) ile sistein siilfinik asiti
hipotaurine doniistiiren Sistein Siilfinik Asit Dekarboksilaz (CSAD) dir. Bu iki enzim
esas olarak karacigerde lokalize olmuslardir. Ancak; bobrek, testisler, beyinde glial
hiicreler (6zellikle astrositler) gibi ekstrahepatik dokularda alternatif taurin sentez

bolgeleri olarak tanimlanmiglardir (136-138).

homosistin
i sistetionin [3-sentaz
homosistein » sistationin
poliaminler y-sistarionaz
PA;P SISTIN
SISTEI *—»GLUTATYON
METHIONINg PROTEINLER sistein amino transferaz PALP

PF-merkaptopiriivik asit

/ H:O
— NH; + H.5

pantotionat yolu
piruvat + SOy — CO; + S04

)/ sistein dioksijenaz

N [B-stilfidril piruvat]

‘/ glutamat

Asetil Ko A
o 2-oxoglutarat transferaz
'Y
2-oxoglutarat
SISTEAMIN v

SISTEIN SULFINAT

— ———a alanin

sistein siilfinar dekarboksilaz

sisteamin dioksijenaz

PALPL sistein dioksijenaz
stilfinaldehit «—— HIPOTAURIN \
| SISTEIN SULFONAT
hipotaurin dehidrogenaz T
i sistein silfinat dekarboksilaz

PALP 4
TAURIN / Serin + PAPS

A
/ \ SO, + 2ATP
TAUROKOLIK ASIT isotionik asit

Sekil 3. Taurin Biyosentez Yolu
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5.2. Taurinin Tasinmasi

Taurin diisiik lipofilik 6zelliktedir. Bu nedenle lipofilik membranlardan
diflizyonu yavastir. Tiim dokulara tasiyict proteinler (ZTaurin Transporter=(TauT)
araciligiyla aktif olarak tasmir. Bu proteinler 70 kDa molekiil agirliginda, 620 amino
asitten olusan, Na" ve CI” bagimli tastyicilarm yer aldig1 genis bir ailenin iiyesidir ve
taurine olan afiniteleri hiicre tiplerine gore degisiklik gosterir. Bir taurin
molekiiliiniin hiicre membranindan tasmabilmesi igin en az iki Na" ve bir CI” iyonuna
gereksinim duyulur. Taurinin hiicreye transportu Na' iyonu ile birlikte olup,her
taurin molekiilii transport edildiginde 1-3 Na" hiicre i¢ine tasinir ve bu Na', Na'-K"
ATPaz pompasi ile hiicre digina geri pompalanir (136,137,139).

Cesitli in vitro ¢aligmalarda, taurin TNF-a ve NO uygulamalarinin, TauT
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadig1 kanitlanmistir. Renal epitelyal hiicre
hatt1, plasental ve intestinal hiicre hatti, astrosit kiiltiirii ve beyin kapiller endotel
hiicrelerinde taurin uygulamasimnin, taurin tagmmmasmi ve/veya TauT mRNA
diizeylerini azalttig1 gosterilmistir. TNF-o’nin TauT ekspresyonundaki etkisini
incelemek amaciyla beyin kapiller hiicreleri ve insan intestinal hiicre hattiyla yapilan
calismalarda, TNF-a’nm artan TauT mRNA’lar1 ile iliskili olarak taurin tagmmasini
arttirdi@1 gozlenmistir. Bu sonuca gore, TauT geninin ekspresyonunun TNF-a
tarafindan aktive edildigi sdylenebilir (137). Bridges ve ark. retinal pigment epitelyal
hiicre hattinda NO dondrlerinin taurin tasmmmasini uyardigini bulmuslardir. NO
donorleri TauT geninin transkripsiyonunu aktive ederek TauT mRNA diizeylerini
arttirmaktadirlar (125).

Taurinin biyolojik etkilerinin 6nemli bir boliimii hiicresel konsantrasyonuna
baghdir ve bu konsantrasyonun kontrol edilmesinde, taurin biyosentezinin yani sira
ekstraseliiler ortamdan taurin tasmmasini saglayan TauT’lerin de biiyiikk roli

bulunmaktadir (136,140).

5.3. Taurinin Metabolizmasi

Genelde deniz {iriinii ya da et ile taurinin plazma seviyesi dnemli 6lclide diyet

kompozisyonuna baghdir. Vejeteryanlarda plazma seviyeleri omnivorlardaki
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seviyelerinin yaklasik %350’sidir (134,136). Giinlik atilimin 10-250 mg oldugu
tahmin edilmektedir. Ortalama 70 kg’ lik bir insanda 70 gr taurin bulunur (132).
Yarilanma Omrii serbest diyetle, visseral organlarda 8,7+2 giin, taurinden zengin
diyetle 4,8+2 gilindiir (126). Yapilan arastirmalara gore anne siitiinii de i¢ine alan
birkag viicut sivisinda taurin onemli miktarlarda bulunmaktadir. Tersine bazi hazir
besinlerde, inek siitiinde ¢cok az ya da hi¢ yoktur (134).

Tiirler ve hiicreler arasindaki farkliliklara karsin, memeli hiicrelerinde
genellikle milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Retina, l6kositler, trombositler,
beyin, kalp, iskelet kas1 ve karaciger gibi asir1 miktarda serbest radikal iireten ve
siklikla oksidatif hasara maruz kalan dokularda daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Ancak, plazma disiik miktarlarda taurin igermektedir. Santral sinir
sistemindeki tiim hiicreler taurin icerirler. Kalpte ise toplam aminoasit havuzunun
%60’ m1 olusturur. Memelilerde plazma, BOS ve ekstraseliiler sivilarda 10-100 uM
konsantrasyonlarda bulunur. Retinadaki konsantrasyonu tiirler arasinda degisiklik
gostermesine karsin, yaklasik 29 pumol/gr doku kadardir ve 6zellikle fotoreseptor
tabakada yogun olarak bulunmaktadir. Pineal bez, hipofiz bezi gibi salgi yapan
dokularda 60 pmol/gr doku kadar yiiksek konsantrasyonlardadir (134,139,141).
Cesitli dokulardaki taurin konsantrasyonlari tablo 7°de gosterilmistir (134) (Tablo 7).

Tablo 7. Cesitli dokulardaki taurin konsantrasyonu

pmol/gr doku pmol/L
Beyin 0,8-5,3 | Safra 200
Kalp 6 | Siit 337
Bobrek 1,4-1,8 | Tiikiiriik 16-65
Karaciger 0,3-1,8 | BOS 5-36
Akciger 1-5
Kas 2,2-5,4
Dalak 11,4
Retina 30-40
Eritrositler 0,05-0,07
Lokositler 20-35
Trombositler 16-24
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Atilimi idrar ve safra olmak {izere baslica iki yolla gerceklesir. Dokulardaki
uygun taurin diizeylerini siirdiirmek i¢in atilimi ve yeniden absorbsiyonu bobrek
tarafindan sik1 bir sekilde denetlenmektedir. Taurin ayn1 zamanda insanlar i¢in tek
iriner aminoasittir ve %90-95’1 geri emilmemektedir (134,138).Taurin glomerulde
filtre edilir ve proksimal tiibiiliin fir¢ca kenar membranlarina yerlesmis olan TauT ler
tarafindan reabsorbe edilir. Organizmada bir¢ok aminoasit %98-99 oraninda
reabsorbe edilirken, bu oran taurin i¢in viicudun ihtiya¢ durumuna gore %40-99,5

arasinda degismektedir (Resim 3) (142,143).

LUMEH tal KEH AL HUCRE IHTERSTISYUM

ol Ma*

O

.................. - TAURIM
TAURIN

Resim 3. Taurinin proksimal tiibiil hiicrelerinden tagmmasi

Glinliik atilan taurin miktar1 bireyden bireye ve bir birey icin giinden giine
degisiklik gosterebilir. Bu miktar ortalama 0,22-1,85 mmol seklinde belirlenmistir.
Genetik faktorler, yas, cinsiyet, beslenme sekli, renal fonksiyon ve klinik sartlar gibi
baz1 faktorler bu oranm etkilemektedir (134). Bobrekte yapilan ¢aligmalar, renal tiibiil
hiicrelerinin taurin tasima kapasitesinin, diyetle alman miktartyla ters iliskili
oldugunu gostermistir. Diyetle smirli  miktarda taurin - alimmi  takiben
reabsorbsiyonunun arttig1, aksine taurinden zengin diyeti takiben reabsorbsiyonunun
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum, bobrekte, taurin alimindaki degisikliklere karsi
duyarl bir renal adaptif yanitin oldugunu diisiindiirmektedir (137,143).

Taurin, hayvanlarda hem barsaklarda bakteriler tarafindan hem de kaslarda
deaminasyon sonucu isetiyonik aside (2-hidroksietansiilfonik asit) cevrilir ve

viicuttan idrar yolu ile atilir (Sekil 4) (134).
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NH2 — CH2 — CH2 — SOQOH — HO — CH2 — Cstoon
Taurin Isetiyonik Asit

Sekil 4. Taurinin viicuttan atilim tirtini

5.4. Taurinin Organizmadaki Fonksiyonel Onemi

Organizmadaki fonksiyonlar1 ilk defa Jacobsen ve Smith tarafindan
tanimlanmis ve safra asit sentezinde sinirlayici, osmoregiilator, enerji verici ve
santral sinir sisteminde ndroinhibitdr etkili oldugu gosterilmistir (127).

Gilinlimiizde taurinin organizmada pek c¢ok Onemli fonksiyonu oldugu
bilinmektedir (126). Bunlar arasinda hiicre membran stabilizasyonu, safra tuzunun
olusumu, antioksidasyon, kalsiyum homeostazisi, detoksifikasyon, ozmoregiilasyon,
noromodulasyon, beyin ve retinal gelisim gibi fonksiyonlar bulunmaktadir. Normal
gelisim icin gerekli olan taurin eksikliginde biiylimede, doku farklilasmasinda ve
immun gelisimde bazi sorunlarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (134,135,137,143).
Taurinin organizmadaki etkileri tablo 8’de verilmistir.

Safra asit konjugasyonu i¢in diisiik miktarlarda taurine ihtiya¢ wvardir.
Taurinin verilis dozu artinca idrarla atilimi da artar. Diyetteki taurin artisi, kas
harabiyeti, radyasyon ve kortikosteroit uygulamasi hipertaurinemiye neden olan
etkenlerdir. Ancak, taurinin idrarla atilimi artsa bile kas, beyin, karaciger, kalp gibi
dokularda taurin miktar1 degismemektedir (132).

Taurin endokrin pankreas gelisiminde Onemli oldugu, pankreatik B
hiicrelerinde sitokinin uyardig1 apoptozu azalttigi, ayrica bu hiicreler iizerinde
mitojenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Kalpte insiilin reseptorleri ile etkileserek
glikoz ve glikojen metabolizmasini degistirdigi de gosterilmistir (130,131). Yiiksek

konsantrasyonlarda beyin gelisimi i¢in 6nemlidir.



Tablo 8. Taurinin ¢esitli sistemlere etkisi
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Kardiyovaskiiler Sistem

Santral Sinir Sistemi

Retina

Karaciger
Reprodiiktif Sistem
Kas

Genel Etkiler

Antiaritmik

Diisiik Ca* diizeylerinde pozitif inotropik

Yiiksek Ca™ diizeylerinde negatif inotropik
Dijitallerin pozitif inotropik etkisinin gii¢lendirilmesi
Hipotansif etki (merkezi ve periferal)

Asirt Ca™ yiiklenmesi kardiyomiyopatisinde koruyucu
Agrege trombosit direncini artirma

Antikonviilzan

Noronal uyarilabilirligin korunmasi

Serebellar fonksiyonlarin korunmasi
Termoregiilasyon

Antiagresif etki

Kardiyorespiratuvar cevaplarm merkezi diizenlenmesi
Ogrenme

Motor davrams degisikligi

Uyku siiresini degistirme

Antitremor etki

Yeme ve igmenin baskilanmasi

Anoksi ve hipoksiye direng

Fotoreseptor dis segment ve tapetum lucidumun yap1 ve
fonksiyonlarinin korunmasi

Safra tuzu sentezi

Sperm motilitesinin korunmasi

Membran stabilizasyonu

Norotransmitter ve hormon saliniminin diizenlenmesi
Osmoregiilasyon

Glikoliz ve glikoneogenezin stimiilasyonu
Hiperkolesteroleminin azaltilmasi

Hiicre proliferasyonu

Antioksidan 6zellik

Fosforilasyonun diizenlenmesi

Ksenobiyotiklerin konjugasyonu
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5.5. Taurinin Organizmadaki Genel Etkileri

5.5.1. Taurinin membran stabilize edici fonksiyonu

Hayes ve ark. taurin eksikligi olan kedilerde fotoreseptor hiicrelerinde
bozukluklar oldugunu gostermislerdir (144). Yapilan ¢aligmalarda taurinin kurbaga
retinasinda oksidanlara karsi koruyucu oldugu, tavsan spermatozoalarinda lipit
peroksidasyonunu Onleyerek antioksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir (126,127).
Ayni zamanda karbontetrakloriire (CCly) kars1 karaciger hiicrelerini koruyucu etkisi
oldugu gosterilmis, iskelet kas1 harabiyetine kars1 eksternal koruyucu bir ajan oldugu
da ileri siirtilmiistiir (126,127).

Membran stabilize edici fonksiyonu lenfoblastik hiicre kiiltiirlerinde
calisiimis ve bu hiicreleri demir-askorbat ile olusturulan hasardan korudugu
gosterilmistir (126). Bu etkisini amin grubu ile zararli ajanlarla reaksiyona girip,
bunlar1 detoksifiye ederek ve hiicresel harabiyet ve 6liime neden olan iyon ve su

gecirgenliginin direkt etkilerini 6nleyerek gergeklestirir (126,127).

o o . 2 o o o . o o
5.5.2. Taurinin hiicre Ca™* homeostasizi iizerine etKisi

Kalsiyum modiilatér etkisini, Ca™ iyonuna hassas olan sistemlere Ca™
saglanmasindaki degisimlerle veya Ca™a olan hassasiyeti degistirerek gosterir.
Sinyal siddeti degistikce sitozolik Ca™ miktarinda da degisiklikler olusur. Cevabin
siddetinin degisikligi ise Ca™ baglayan troponin, kalmodulin, Ca™ baglayan miyozin
ATPaz ve diger Ca™ bagimhi ATPaz’larin afinitesinin degismesine neden olur.
Taurin, sarkoplazmik retikulum, mitokondri ve diger organellerin Ca™ depolama
kapasitesini arttirir ve Ca™a bagimli ATPaz pompalarmm pompalama hizini stimule
ederek Ca™ un vezikiillere depolanma kapasitesini ve pompann turnover hizini
artirir(126).

iskelet kasmda da Ca™ akigmin regiilasyonunda taurinin rol oynadig
bildirilmistir (126). Bu membran stabilize edici etkisi sarkoplazmik retikulumu
denervasyona bagli hasardan korur ve sarkoplazmik retikulumun Ca™-ATPaz

aktivitesini hizlandirarak Ca™ transport kayb1 hizini azaltir (144,145).
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5.5.3. Taurinin lipit metabolizmasi iizerine etkisi

Onemli fizyolojik rollerinden biri fosfolipit metabolizmas: {izerindeki
modiilator etkisidir. Huxtable ve ark. taurinin primer etkilesiminin notral
fosfolipitlerle oldugunu bildirmislerdir (130,149). Taurinin protein kinaz C
aktivasyonu i¢in gerekli diagilgliserol miktarini etkileyerek; bu reaksiyonun diger
urunt olan IP; ve intraselliiler Ca'? salmmini kontrol edebildigi de bildirilmektedir
(145).

Taurinin  etkiledigi  diger  bir  fosfolipit  metabolizmas1  ise
fosfatidiletanolaminin metilasyonu reaksiyonudur. Taurin kimyasal yapis1 itibariyle,
fosfatidiletanolaminin yiiklii bas gruplarina benzer ve bundan dolay1 secilen
katabolik bolgeye baglanabilir. Bu da metilasyon reaksiyonunu kompetitif
inhibisyonla sonuglandirir. Yani sarkolemmal fosfolipit metiltransferaz enzim
aktivitesini inhibe eder. Fosfatidiletanolamini, fosfotidilkoline ¢eviren bu enzim Na'-
Ca™ alig veris sisteminden etkilenir. Boylece bu metilasyon reaksiyonu inhibe
edilerek Na™-Ca™ aligveris sisteminin  aktivitesi  korunur  (126,146).
Fosfotidiletanolamin membrana Ca™ baglanmasinda etkili fosfolipitlerden biridir.
Taurinin azalmasi halinde bu fosfolipitin de azalmasi ile noronal membranda

destabilizasyon meydana gelebilecegi ileri siiriilmektedir (146,147).

5.5.4. Endokrin ve metabolik etkileri

Taurin pankreas B-hiicrelerinde insiilin reseptorlerinin uyarilmasi yoluyla kan
glukoz ve insiilin seviyelerini etkilemektedir. Yiiksek fruktoz diyeti ile beslenerek tip
2 diyabetin karakteristik insiiline direngli modeli olusturulan ratlarda, taurinin,
insiilin direncini ve serum glukoz konsantrasyonunu azalttigi kanitlanmistir

(134,135,138).

5.5.5. Kardiyovaskiiler etkileri

Kalpteki serbest aminoasitlerin yaklasik %60’1n1 olusturan taurinin, kalbi

notrofillerin indiikledigi reperflizyon hasarindan ve oksidatif stresten korudugu
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kanitlanmustir. Hiicre i¢i Ca™ seviyesini diizenlemek suretiyle, hiicre 6liimiine ve
miyokardiyal hasara sebep olabilecek Ca™ diizensizligine kars1 kalp kasini korur.
Kan basincinin disiiriilmesinde etkilidir. Ayni zamanda yapisal nitrik oksit sentaz
(cNOS) ekspresyonunu diizenleyerek endotel koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir (134,142,148,149).

5.5.6. SSS iizerine etkileri

SSS’de ve beyin gelisimi esnasinda hiicre gogiinii etkiledigi, sinirsel iletimi
diizenledigi ve beyin gelisimini hizlandirdig1 bildirilmistir. Eksikliginin, epilepsi ve
Alzheimer hastaliklartyla 1iligkili olabilecegine dair c¢alismalar bulunmaktadir.
Alzheimer hastalarinda ndrotransmitter asetilkolin diizeyleri diisiiktiir ve BOS taki
taurin miktar1 azalmistir. Hayvan modellerinde taurin uygulamasinin, beyin
dokusundaki asetilkolin seviyesini arttirdigi ve bu sayede Alzheimer hastaligmin
tedavisinde yararli olabilecegi rapor edilmistir (134,135,150,151). Ancak, Alzheimer

hastaliginin tedavisinde kullanildigini belirten bir literatiir bulunmamaktadir

5.5.7. Taurin ve retina

Taurin, omurgalilarin retinalarinda bulunan en yaygin amino asittir ve normal
goriis icin mutlaka gereklidir. Retinal osmotik basinci diizenler, membran
stabilizasyonunu arttirir, lipit peroksidasyonunu dnleyerek antioksidan etki gosterir.
Kedilerde, esansiyel bir aminoasittir ve eksikliginde koni reseptor hiicrelerinde daimi
hasara neden olur ve olas1 korliik sebebidir. Primatlarin, 6zellikle geng bireylerinde
taurin eksikliginin retinal lezyonlara ve fotoreseptorlerde dejeneratif yapisal
degisikliklere sebep oldugu rapor edilmistir (134,135). Retinal rod dis segmentlerinin
membranlart doymamis yag asitlerinden zengin ve peroksidatif hasara karsi
korumasizdir. Taurin rod dis segmentlerinin fonksiyonlar1 iizerine koruyucu etki

gosterir (141).
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5.5.8. Detoksifikasyon

Karbon tetrakloriir ile indiiklenmis karaciger mikrozomlarimdaki MDA
yapimini azalttigi, ksenobiyotikleri konjuge ederek coziiniirliiklerini arttirdigr ve
idrarla atilmalarini kolaylastirdigi, pnomotoksik maddelere bagli sekonder olarak

akcigerde gelisen lipit peroksidasyonunu azalttig1 bildirilmistir (131,134,135).

5.6. Taurinin Antioksidan Ozelligi

In vivo ve/ veya in vitro sartlarda antioksidan olarak davrandigmi gdsteren
calismalar bulunmaktadir (126,127,152). Taurin ve onciillerinin 6zellikle oksidatif
hasara maruz kalan dokularda bol bulundugu dikkat ¢ekicidir.

Giliglii bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI) nétrofillerin aktiviteleri
sirrasinda primer lizozomal graniillerinde yer alan bir hem enzimi olan
myeloperoksidaz (MPO) enziminin solunumsal patlama zincirinin son agamasinda
H,O, ile CI' iyonu arasindaki reaksiyonu katalizlemesiyle olugmaktadir
(126,127,153).

MPO-H;0,-CI sistemi tarafindan iiretilen HOCI, PMNL nin baslica oksidani
olup, TNF-a, IL-2, IL- 6 gibi sitokinlerin ve ¢esitli bliyiime faktorlerinin sentez ve
salinimini uyarir. Ayni1 zamanda, aminlerle (-NH;) ve stilthidril gruplariyla (-SH) ¢ok
hizl1 reaksiyona girebilme 6zelligi sayesinde mikroorganizma membranlarinin -NH;
ve —SH gruplarmi okside ederek, denatiirasyonuna sebep olur. Bununla birlikte,
HOCI'nin olusumu dokular i¢in hem yararli hem de zararli bir olaydir. Ciinkii,
HOCT’nin toksisitesi sadece mikroorganizma membranlar1 ile sinirli degildir ve
konak dokuda inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu takiben olusan hasarda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Hipoklorit asit karbonhidratlari, niikleik asitleri, peptit ve
aminoasitleri direk oksitleyebilir ve aminlerle reaksiyonu sonucu N-kloraminler
olarak adlandirilan sekonder klorlayici ajanlarmm olusumuna sebep olur. Bir mol
HOCI anyonu ile 1 mol taurin reaksiyona girerek, taurinin amin grubunun 1 veya 2
CI' iyonu kazanmasiyla, N-Klorotaurini olusturur. Bu bilesigin yarilanma émrii 2,5

glindiir. N- kloraminler, HOCI’ye gore daha az reaktif ve daha uzun Omiirli
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oksidanlardir. Ancak, stabil olmadigi i¢in kolaylikla deamine ve/veya dekarboksile
olarak toksik aldehitleri olusturabilirler.

N-Klorotaurin, B-aminoasit yapisina sahip olmasi nedeniyle N-kloraminler
icinde en stabil olanidir ve HOCI ile reaksiyonu esnasinda diger aminlerde oldugu
gibi toksik aldehitler olusmaz (126,127,154). N-Klorotaurinin ekstraselliiler
ortamdan anyon transport sistemi ile eritrosit i¢ine transport edildigini
gostermiglerdir. N-Klorotaurin ise eritrosit iginde glutatyon ile indirgenmektedir
(153-155).

Taurinin HOCI ile olusturulan korneal hasarin iyilestirilmesinde etkili oldugu
bilinmektedir. Bu bilgiler taurinin biyolojik sistemlerde HOCI temizleyicisi oldugunu
desteklemektedir (127,156). Taurinin, hipoksi ve reoksijenasyonda serbest
radikallere kars1 kalp kasini ve beyni korudugu ileri siiriilmektedir. Bu etki taurinin
intraselliiler rollerinden biri olarak, membran lipit peroksidasyonunu engellemesi ile
ortaya ¢ikar (157-159). Hipoksi ve reperfiizyonda beyinde, tiyol igeren
aminoasitlerin ve sistein ve sisteamin gibi aminlerin artis1 sonucu taurinin de arttigi
gosterilmektedir. Reperflizyondan sonra bu maddelerin oksijenden tiireyen serbest

radikallerle okside olarak taurinin olusturdugu tespit edilmistir (151).

5.7. Diger Etkileri

Taurin, postiskemik dokuda sadece serbest radikal diizeylerini azaltmakla
kalmayip; ayni zamanda hiicreye Ca™> girisini engelleyerek, lipit peroksidasyon
olusumunu ve membran fonksiyonlarinin bozulmasmi da engellemektedir (127,151).

Doksorubisin gibi antikanser ilaglarin kalpte lipit peroksidasyonunu artirici
etkilerini dnlemektedir (147).

Ayrica, indirek antioksidan etkileri de bulunmaktadir. Hemosisteinin neden
oldugu endoplazmik retikulum stresini iyilestirerek siiperoksit dismutazin
ekstraseliiler ekpresyonu ve salinimimi diizenler. Ateroskleroz dahil inflamasyonun
neden oldugu doku hasarina karsi koruyucudur. Antiinflamatuar etkisi taukloramine
baghdwr. Taukloramin bazi gen iirlinlerinin ekspresyonunu azaltarak diizenler.
Taurin-taurinkloramin sisteminin antiinflamatuar etkisi kardiyovaskiiler hastaliklarin

ve hipergliseminin uyardig1r hasar1 onlemede 6nemli olmaktadir. Diger taraftan,
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taurinin yanisira onun metabolik Onciileri olan sisteik asit, sistein siilfinik asit ve
sisteaminin de in vivo antioksidan olarak rol aldig1 ve oksijen radikal tiirlerini
inaktive ettigi gosterilmistir (160).

Taurin ve hipotaurin disilerde folikiiller ve uterusta, erkek lireme sisteminde
ise spermatozoa, Ozellikle semen sivist ve prostatta yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur (157). Memeli spermi glutatyon rediiktaz ve katalazdan yoksundur. Oysa
spermde taurin ve hipotaurin olduk¢a yiiksek diizeydedir. Bilindigi gibi siiperoksit
sperm i¢in oldukca toksiktir ve lipit peroksidasyonuna ile motilitenin azalmasina yol
acar. BOylece taurin ve hipotaurin araciligiyla sperm motilitesi korunmus olmaktadir.
Bu nedenle, taurin ve hipotaurin farelerde “sperm motilize edici faktor” olarak kabul
edilmektedir. Diger taraftan taurin insan sperm akrozomlarinda bulunan major
aminoasitlerden biridir (160).

Ca' homeostazini saglamasi yoluyla nétrofillerde, Fas (CD95/APO1) aracili
apoptozu inhibe ettigi kanitlanmistir (131).

Deney hayvanlar1 ile yapilan c¢alismalarda, endotoksinlerin intestinal
translokasyonlarin1 belirgin sekilde inhibe ettigi ve hayvanlar1 endotoksemik
hasardan korudugu bulunmustur (135).

Yagda ¢oziinen A, D, E, K ve F vitaminlerinin biyoyararlanimimi arttirir. Bu
fonksiyonunu, vitaminlerin suda ¢dziinebilen, kolay hidroliz olan farkli tiplerini
olusturmak ve tasmmalarmi kolaylastrmak yoluyla gergeklestirdigi ileri
stiriilmektedir (142,161).

Sonug olarak; taurinin biyolojik sistemler lizerindeki antioksidan ve membran
stabilizator etkisi asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1) Taurin HOCI ile reaksiyona girerek HOCI’1 temizler. Boylece membran
denatiirasyonunu Onler.

2) Membran stabilize edici etkisi ile membrani1 permeabilite ve transport
degisikliklerine kars1 korur.

3) Direkt antioksidan etkisi ile membran fosfolipitleriyle etkileserek, lipit
peroksidasyonunu engeller. Lipit peroksidasyonunun son iiriinii ve gostergesi olan

MDA diizeyini azaltir.
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4) Taurinin ayn1 zamanda sulfonik asit grubuyla, serbest metal iyonlar1 ve
oksidan metallerle baglanarak indirekt bir antioksidan etki de yaratabildigi

bildirilmektedir.
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GEREC VE YONTEM
6.1. Denekler

Bu deneysel ¢caliyma Kirikkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Lokal Etik
Kurul Baskanligi’nin 14.04.2010 tarih ve 10/31 sayili onay ve Kirikkale Universitesi
Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi’nin 11.06.2010 tarih ve 2010/18 sayili proje
destegi ile gergeklestirildi.

Calismada, yaslar1 ortalama 5,76+0,12 ay (5-8 ay) ve ortalama agirliklari
2518,33+49,80 gr (2200-3500 gr) olan 30 adet erigkin (15 disi, 15 erkek) Yeni
Zelanda Albino tipi tavsan kullanildi. Tim hayvanlar calisma Oncesi sistemik
enfeksiyon ve enfestasyon, anatomik malformasyon agisindan degerlendirildi.
Hayvanlar giiriiltiiden uzak, ortam sicakligi 20-25°C olan ve her birinde en fazla 3
tavsan olacak sekilde kafeslere yerlestirilerek 12 saat aydmlik-karanlik ortamda

doniisiimlii olarak tutuldu. Gida ve su kisitlamasi yapilmadi.
6.2. Deney Gruplan

Tim tavsanlar her grupta 3 erkek ve 3 disi olacak sekilde randomize olarak 5

gruba ayrildi (Tablo 9).

Tablo 9. Deney gruplari

Grup III ESWL+Antioksidan (Taurin)
Grup IV ESWL+Ozon terapi
ESWL+Antioksidan (Taurin)+Ozon terapi

6.3. Calisma Diizeni

6.3.1. ESWL uygulamasi: Tavsanlar 50 mg/kg im. ketamin hidrokloriir

(Ketalar® flk, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi ile uyutulduktan sonra, trans-abdominal



69

ultrasonografi (GE LOGIQ® 400 Ultrasound System, Korea) ile sag bobrekleri
saptandi. Grup II, III, IV ve V’de yer alan tavsanlara elektrohidrolik tipte 3.
jenerasyon Stonelith V5 (PCK ™ .| Ankara, Tiirkiye; Elips capt: @220 mm, Fokus
uzakligr: 130 mm, Maksimum Basing: 120 Mpa,) ESWL cihazi ile giin asir1, ii¢ seans
ESWL (18 kV, 2000 sok dalgasi) uygulandi (Resim 4).

Resim 4. Deney hayvanlarimma ESWL uygulamasi

6.3.2. Taurin uygulamasi: Taurin (Sigma, St. Louis, USA) %0,9 NacCl ile
sulandirilarak %10’luk sulu ¢ozelti elde edildi. Grup III ve grup V’teki deneklere
sterilite sartlarma uyularak sag ve sol taraftan doniistimlii olarak 7 giin 7,5 ml/kg/giin
dozda intraperitoneal Taurin uygulandi. Bu siirenin sonunda her bir denege giin asir1

iic seans ESWL uygulamasi yapild.

6.3.3. Ozon terapi uygulamasi: Grup IV ve grup V’teki deneklere 7 giin siire
ile, glin asir1, sterilite sartlarma uyularak, karin alt kadrana sag ve sol taraflara
dontisimlii olarak 2 mg/kg dozda ozon gazi (%95 ozont+%5 O, karigimi)
intraperitoneal uygulandi. Ozon terapi i¢in ozon jeneratoriiyle (Evozone Basic Plus,
Germany) tretilen gaz karigimi kullanildi (Resim 5). Bu siirenin sonunda her bir

denege giin asir1 iic seans ESWL uygulamasi yapildi.
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Resim 5. Ozon terapi i¢cin ozon-oksijen gaz karigimi (%95-%S5) iiretiminde

kullanilan cihaz

6.3.4. Taurin-Ozonoterapi birlikte kullanimi: Grup V’teki deneklere 7 giin
sire ile ip. Taurin (%10 ¢ozelti) yam1 sira giin asir1 ozonoterapi uygulamasi

yapildiktan sonra giin agir1 ii¢ seans ESWL yapildi.

6.4. Sakrifikasyon

Calisma siirelerinin  bitiminde denekler preanestezik olarak ksilazin
hidrokloriir (Rompun® enj. Bayer, Germany) 1 mg/kg im. ve anestezik olarak
ketamin hidrokloriir (Ketalar® flk, Eczacibasi, Tiirkiye) 10mg/kg i.m. ile sedatize
edildikten sonra kulak venlerinden kateterize edilerek Tiyopental-Na® (20 mgr/mL)
1.v. anestezisi ile uyutuldu. Anestezi uygulanmasini takiben supin pozisyonunda
tespit edilerek orta hat abdominal bolgeleri tiras edildi ve povidon iyot (Betadine®
sol. Kansuk, Tiirkiye) ve alkol ile temizlik yapilip steril ortii ile ortiildii. Orta hattan
yaklagik 10 cm vertikal insizyonla karin duvari agilarak intraperitoneal bolgeye
ulasildi. Barsaklar lateralize edildi ve posterior periton siyrilmak suretiyle sag bobrek

aciga cikarildi. Pean klempi renal pedikiile konularak ESWL uygulanan sag
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bobreklere nefrektomi yapildi. Ardindan klemp agildi ve tavsanlar kanatilarak
sakrifiye edildi (Resim 6).

2(/08/2010

Resim 6. Denekden ¢ikarilmig sag bobrek

Alinan bobrek dokularinin kapsiili uzaklagtirilarak vertikal yonde ikiye
ayrildi. Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler ig¢in her bir yarim bdbrek
dokusunun iist-orta-alt bolgelerinden yaklasik 1 cm’’lik doku parcalari alindu.
Histopatolojik incelemer i¢in alinan pargalar 40 cc formol iceren kaplarda +4°C’de;
biyokimyasal inceleme i¢in alman Ornekler ise Eppendorf tiiplerde -80°C’de

inceleme siliresine kadar saklandi.

6.5. Histomorfometrik degerlendirme

Parafin bloklarin 151k mikroskobunda degerlendirilmesi: Doku ornekleri
pH’s1 7.0’a ayarlanmig fosfat tamponunda hazirlanmis %10’luk formalin i¢inde oda
sicakliginda tespit edildi. Dereceli alkollerde dehidrate edilen numuneler, sabit
vakum uygulamali doku takip cihazinda parafine gomiildii. Bloklardan, sliding
mikrotomda (Leica, Germany) 5-7 mikrometrelik kesitler alinarak hematoksilen-
eozin, PAS ve modifiye Masson Trikrom yontemiyle boyandi. Kesitler mikroskobik
bobrek hasari kriterleri agisindan iki arastirici tarafindan, bilgisayar ve dijital kamera

(Leica DC500, Westlar, Germany) baglantili 151k mikroskobu araciligiyla
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yakalanarak (capture) Leica Application Suite ve QWIN plus marka goriintii analiz
program ile kantitatif olarak degerlendirildi.

Histomorfometri: Kesitler 151k mikroskobunda iki farkli yontemle skorlandi.
Her bobrekten en az 40 kesit alindiktan sonra Sharples ve arkadaslarini tanimladigi
yonteme gore tiibiiller normal ise 0; kesitin en ¢ok 1/3’{inde tiibiil hiicrelerinde sisme,
cizgili kenarlarda kayip, niikleer kondansasyon varsa 1; bu degisiklikler kesitin 1/3-
2/3’{inde varsa 2; 2/3’iinden daha fazla alanda varsa 3 olarak skorlandi. Incelenen
tiim kesitlerden elde edilen skorlar toplanarak sonu¢ skoru (maksimum skor 120)

kaydedildi (162).

6.6. Biyokimyasal inceleme

Calisma sonuna kadar -80°C’de saklanan alt, orta ve iist pollerden alinan
doku Ornekleri homojenizatdrle parcalandi. Bu doku orneklerinde malondialdehid
(MDA), nitrik oksit (NO), total siilfidril gruplar1 (t-SH), stiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz diizeyleri 6lgiimleri gergeklestirildi.

MDA diizeylerinin 6lciimii: Yagi’nin metodu modifiye edilerek caligildi
(163). Sonuclar standart olarak kullanilan 1,1,3 trimetoksipropan’m 1,56-100
nmol/mL arasinda seri diliisyonlar1 hazirland1 ve kalibrasyon egrileri ¢izilerek

hesaplandi. MDA konsantrasyonlar1 nmol/mg protein seklinde verildi.

NO diizeylerinin 6l¢iimii: Miranda ve arkadaslarinin metoduna gore ¢alisild1
(164). Standart olarak sodyum nitrat’in 6,25-200 umol/mL arasinda seri diliisyonlar1
kullanild1 ve kalibrasyon egrileri ¢izildi. Cizilen bu grafikten NO diizeyleri nmol/mg

protein cinsinden hesaplandi.

t-SH diizeylerinin ol¢iimii: Sedlak ve arkadaslarmin metodu modifiye
edilerek caligild1 (165). Standart olarak glutatyon’un 0,16-5 mMol/L arasindaki seri
diliisyonlar1 hazirland1 ve kalibrasyon ergrileri ¢izildi. Standartlar kullanilarak ¢izilen

grafikten t-SH konsantrasyonlar1 pmol/mg protein cinsinden hesaplandi.

SOD, GSH-Px, Katalaz diizeylerinin 6lciimii: SOD, GSH-Px, Katalaz
diizeyleri manuel mikroeliza yontemi ile ve CAYMAN ticari kitleri (Cayman

Chemical Co.,Michigan,USA) kullanilarak olctildii.
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SOD diizeyleri U/mg protein, GSH-Px diizeyleri nmol/min/mg protein,

Katalaz diizeyleri nmol/min/mg protein cinsinden hesaplandu.
Manuel yontemle ¢alisilirken;
- Mikrokuant (M-Quant) Spektrofotometre (BIOTEK Enstrument Inc., USA)
- EL,50 otomatik plate yikayic1 (BIOTEK Enstrument Inc., USA)
- VELP Scientifico manyetik karigtiric

20 uL, 100 pL, 200 puL otomatik pipet ve pipet uclar1 kullanild1.

6.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen biyokimyasal verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 15.0
(SPSS Inc.,Chicago, IL; USA) paket programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagilip dagilmadigi ve varyanslarin homojenligi  Shapiro-Wilk testiyle
degerlendirildi. Sonuclar Ortalama+SEM olarak verildi. Gruplar arasi degerlerin
istatistiksel analizinde Bonferoni diizeltmeli tek yonlii varyans analizi kullanildi.
Spearman korelasyon testiyle kan Olclimleri ve histolojik verilerin korelasyonu
degerlendirildi. P degeri 0.05’in altinda ise istatistiksel fark anlamli olarak kabul
edildi.
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7.1. Biyokimyasal Sonuclar
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Gruplarda elde edilen anti-oksidan enzim diizeyleri ile serbest oksijen

radikallerinin diizeyleri tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Gruplarda Olgiilen antioksidan enzim ve serbest oksijen radikalleri

diizeyleri (Ort+SD)
Grup-1 Grup-11 Grup-lIl  Grup-1V Grup-V p

Katalaz  8,60+1,20 9,06+0,92  §,18+0,65 7,84+1,06  6,79+0,84  0.005*
GSH-Px 3,80+0,86 4,77+0,70  3,45+1,18 3,70+0,84  3,49+1,42 0.199
SOD 0,24+0,06  0,25+0,07  0,21+£0,07  0,18+0,05  0,19+0,07 0.344
MDA 20,52+4,85 26,32+19,4 15,35+2,67 16,55+6,19 18,28+9,82  0.095
t-SH 0,14+0,03  0,17+0,03  0,13+0,02  0,12+0,04  0,14+0,02 0.732
NO 2,15+0,75  2,80+0,58  2,97+1,50  3,04+0,73  2,9142,00 0.183

(* p<0.05, Tek yonlii Varyans Analizi, post-hoc Bonferoni)

Doku ekstrelerinde elde dilen biyokimyasal sonuglar degerlendirildiginde,
ESWL uygulamasi1 ve antioksidan tedavinin antioksidan bir enzim olan katalaz
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degisime neden oldugu izlendi (F=4.845,
p=0.005). ESWL sonras1 katalaz degerlerinde hafif bir artis izlenirken, tek basma
taurin veya tek basma ozon terapi uygulamasinin ESWL’nin yol actigi artisi
engelledigi; hatta, kontrol degerlerinin de alta diisiirdiigli saptandi. ESWL sonrasi
taurin ve ozon terapinin birlikte uygulandig1 V. grupta ise katalaz diizeyinin ESWL
sonrast degere kiyasla anlamli diizeyde diistiigli gozlendi. Katalaz diizeyindeki
anlaml farkin kombine tedavi sonucu elde edilen degerler (grup-V) ile kontrol grubu
(grup I) ve ESWL grubundaki (grup II) degerler ile arasindaki farktan kaynaklandigi
izlendi (pGrup 1 vs Grup v=0.03 1, PGrup 11 vs Grup v=0.004, P<0.0125).

GSH-Px ve SOD diizeylerinde ise ESWL sonrasi istatistiksel olarak anlamli
olmayan artis izlendi. Taurin ve ozonoterapi uygulamasi ile izlenen azalma, kombine
uygulama sonrasi daha belirgin olarak saptandi. Ancak, gerek serum GSH-Px ve

gerekse SOD diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Serbest oksijen radikal diizeyleri degerlendirildiginde ESWL sonras1t MDA, t-
SH ve NO diizeylerinde istatistiksel olmayan artig saptandi. Taurin uygulamasi ile bu
ii¢c madde diizeyinde de azalma izlendi. Ozon terapi sonrast ise MDA ve t-SH
diizeyleri azalirken, NO diizeyinde artis izlendi. Ancak, bu degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildi. Kombine uygulama sonras1 ise MDA ve t-SH diizeylerinde
kontrol grubu diizeylerine varan azalma izlenirken; NO diizeyinde hafif bir azalma

saptandi. Ancak, tiim bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi.

7.2. Histomorfometrik Sonuclar

Yapilan kalitatif incelemede incelenen tiim deney gruplarinda ESWL sonrasi
en ¢cok kortikomediiller bolgenin hasardan etkilendigi saptandi. Mikroskobik olarak
tim deney gruplarinda renal tiibiillerde degisen derecelerde dilatasyonu igeren
dejenerasyon, proksimal ve/veya distal tiibiil epitellerinde dokiilme, basitlesme
(yassilagsma) ve tubuler castlerin varlig1 seklinde renal hasar izlendi. Tim deney
gruplarinda vaskiiler dilatasyon, konjesyon ve mononiikleer hiicrelerin varligiyla
karakterize hafif ile orta derecede interstisiyel inflamasyon gozlendi. Yalniz ESWL
uygulanan grup II’de tiibiil epitelinde nekroz, epitel katinin soyularak fragmante
hiicrelerin ltimene dokiilmesi; Grup-III, Grup-IV ve Grup-V’e gore daha belirgindi.
Grup-V ise tiibiiler ve vaskiiler integrite acisindan diger deney gruplarma gore daha
saglikli olarak izlendi (Resim 5)

Antioksidan ajan uygulamasi ve ozon terapinin ESWL girisiminin bdbrek
tiibiillerinde olusturdugu epitel hasar1 lizerinde tek baslarina herhangi bir koruyucu
etki meydana getirmezken, birlikte uygulandiklarinda hasar1 azalttigi ve hatta ESWL
uygulamasinin yol ac¢tig: tiibiiler hasara kars1 korunmasini sagladigi izlendi.

Yapilan skorlamada elde edilen degerler tablo 11°de ve grafik 1°de
verilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ESWL uygulamas: ile anlamli
renal hasar gelistigi (PGrup 1 vs Grup 11=0.001) V€ bu hasarin tek basina taurin ve tek basina
ozon terapi uygulamasi ile bir miktar diizelme gostermekle birlikte, hasarin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda yine de istatistiksel olarak anlamli faklilik gosterdigi

(PGrup 1vsGrup m=0.001; PGrup 1vsGrup 1v=0.001); kombine uygulamanin ise ESWL sonras1
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ortaya ¢ikan hasar1 anlaml olarak diizelttigi (pcrup 1vsGrup v=0.010), ancak degisim

yine de kontrol grubundan farkl1 oldugu izlendi (pGrup 1vsGrup v=0.027).

Tablo 11. Bobrek dokusunda izlenilen hasarin Sharples skorlama sistemine gore

degerlendirilmesi
Grup Ortalama Hasar Skoru (Ort£SD) Min-Maks
Grup I 0.67+0.52* 0-1
Grup II 3.83+0.41 3-4
Grup III 3.12+0.75 3-4
Grup IV 2.83+0.75 2-4
Grup V 2.33+1.21 1-4

(*Tek yonlii Varyans analizi; F=14.03, p=0.001)
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Grafikl. Bobrek dokusundaki hasarin Sharples skorlama sistemine gore gruplardaki
dagilimi (* Tek yonlii varyans analizi, F=14.093, p=0.001)
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Resim 7: Histomorfometrik degerlendirme: Renal hasar asil olarak kortikomediiller bolgeyi, buradaki proksimal ve distal tiipleri tutmaktadir (D-O). D’de tiibiller nekroz (n)
izlenmektedir. Tum deney gruplarinda tiibiil epitelinde basitlesme, hiicrelerde apikal bleblesme, bazal membrandan ayrilma ile karakterize yaygin tubiil hasari (asterisk) izlenmektedir.
F, | ve L'de tiibil lumenlerinde cast (c) benzeri madde birikimi ve vaskiiler konjesyon dikkati gekmektedir. Glomeriller (g) tim gruplarda goreceli olarak saglikli gérinmektedir. ESWL-
ozon ve ESWL-taurin ozon gruplari ESWL grubuna gére nispeten daha saglikli goriinse de bu gruplarda da lokal tibuler hasar devam etmektedir (K, O). HE: Hematoksilen Eozin, PAS:
Periodik Asit Schiff, MT: Masson Trikrom.
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TARTISMA

ESWL’nin bobrek dokusunda indiikledigi hiicresel hasarin mekanizmasi net
degildir. Bu konuda sorumlu tutulan mekanizmalardan biri ESWL uygulamasinda
ortaya ¢ikan SOR’a bagli doku hasaridir. Tagin mekanik par¢alanmasi esnasinda 18-
24 bin volt elektrik enerjisi ile olusan her bir sok dalgasinin ikincil bir odaktaki
termal etkisi neticesindeki biyokimyasal olaylar SOR olusumuna katkida
bulunabilmektedir. Olusan bu serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle hiicre
icindeki makromolekiillere ciddi zarar verebilir (19,20). Calismamizda, ESWL
uygulamasi yapilan deneklerin bobrek dokularinda MDA, t-SH ve NO gibi oksidatif
hasar1 gosteren belirteglerde kontrol grubuna gore artis oldugu izlendi. Bu durum
ESWL sonucunda bobrek dokusunda olusan oksidatif hasarin bir gostergesi olarak
degerlendirildi.

Fizyolojik kosullarda organizma endojen veya ekzojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Hiicrelerin normal fonksiyonlar1
sirasinda agiga ¢ikan SOR bu hiicrelerin dogal antioksidan sistemleriyle yok edilerek
viicudun oksidatif dengesi korunur. Bu denge saglandigi siirece organizma bu
bilesiklerin zararli etkilerinden korunmus olur. Serbest radikal olusum hizi
antioksidan sistemin yok etme giiciinii astiginda ise bu denge bozulur ve serbest
radikallere bagli oksidatif stres ortaya ¢ikar (166).

Serbest  oksijen radikallerinin  sitotoksisite, mutagenez ve gen
ekspresyonundaki degisiklikler ile sonuglanan pek ¢ok hiicresel ve molekiiler etkileri
mevcuttur. Ornegin, ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile reaksiyonu
sonucu, doku zincir reaksiyonlarinda hiz belirleyicisi olarak rol oynayan ve lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA ortaya ¢ikar (167). Bu nedenle MDA, lipid
peroksidasyonu sonucunda olusan serbest radikal formasyonunun belirtecidir. Cesitli
calismalarda, lipit peroksidasyon iiriinlerinin DNA hasarina yol a¢tig1 gosterilmistir.
Lipit hidroperoksitler direkt olarak DNA zincir kirilmasina yol agarken, lipit peroksil
ve alkoksil radikalleri DNA’da baz oksidasyonuna neden olurlar (168,169).

Bobrek dokusu, asir1 miktardaki oksijen radikallerinin olusturacagi zarari

onleyen antioksidanlara sahiptir. Bu antioksidanlar hem peroksitleri ayristirir hem de
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serbest radikalleri yakalarlar. Ornegin; hiicrelerdeki antioksidan savunma sisteminin
ilk basamaginda yer alan bir antioksidan olan SOD hiicreleri siiperoksit radikallerinin
toksik etkilerine kars1 korur (72,73). Bu etkisi siiperoksit anyon radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize ederek gerceklesir. Organizma
oksidatif stres ile karsilasinca SOD seviyeler1 artar ve daha sonra, zamanla azalarak
normal seviyelerine ulasir.

Glutatyon ise hiicrelerde en ¢ok bulunan enzimatik olmayan antioksidandir ve
oksidatif strese kars1 savunmada kritik bir rol oynar. Organizmada normal sartlar
altinda GSH oksidatif ajanlar ile birleserek okside glutatyon (GSSG) ve su olusturur.
Bu reaksiyonu GSH-Px enzimi katalize eder. Oksidatif sartlarin uzamasi veya yiiksek
miktarda oksidatif triinlerin varliginda GSH depolar1 tiikenir ve sonugta GSH-Px
enzimi kaynak bulamayacagi icin inhibe olur. Bu durum hiicrelerin oksidatif strese
daha fazla maruz kalmasma yol agar (60-62).

Literatiirde ESWL, oksidatif hasar ve SOR diizeyleri ile ilgili olarak yapilan
calismalarda farkli sonuglar ortaya konulmustur. Aksoy ve ark. bobrek tasi nedent ile
ESWL yapilan 23 hastada eritrosit SOD, katalaz ve MDA seviyelerini ESWL
uygulamasindan 5 dakika Once, 1 saat ve 5 gilin sonra inceledikleri ¢aligmalarinda,
ESWL’den 1 saat sonraki SOD ve katalaz diizeylerinin ESWL 6ncesine gore dnemli
Olciide diisme gosterdigini; 5. gilinde ise ESWL 0Oncesi diizeylere ulastigini
saptamislardir. Buna karsin, ESWL sonrast MDA diizeyinde ESWL 06ncesine gore
artis izlenmis ve bu durum 5. giinde de devam etmistir (170). Arastirmacilar, ESWL
tedavisi ile olusan oksidatif stres sonucu SOR’nin eritrositlerde antioksidan
mekanizmalarda aktivasyona yol agtigmni; bu durumunda ESWL sonrasinda SOD,
katalaz gibi antioksidanlarin seviyelerinde azalmaya neden oldugunu ileri
stirmiislerdir.

Li ve ark. ise ESWL’nin neden oldugu renal hasar1 gdstermek amaciyla
tavsan bobreklerinde yaptiklar1 bir ¢calismada, ESWL’den sonra SOD aktivitesinin
azaldigini; MDA seviyesinin ise Yyiikseldigini belirtmislerdir (171). Bu artisin
ESWL’nin indiikledigi renal parankimal hasar neticesinde olusan SOR ve buna kars1
aktive olan antioksidan mekanizmalara bagli oldugu ileri siiriilmistiir. Aym

calismada, koruyucu olarak antioksidan ajanlarin kullanildig1 grupta ise SOD
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aktivitesinde artis; oksidatif ortamin antioksidan tedavi ile azalmasma baglh olarak
MDA seviyelerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda, ESWL uygulamasi sonrast SOR ve antioksidan diizeylerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis izlenmistir. Bu artisin ESWL sonrasi
SOR’nin artis1 ile gergeklesen bobrek lizerindeki oksidatif hasar olusturucu etkisini
tamponlamak i¢in meydana geldigini diisiinmekteyiz. Antioksidan diizeylerinin,
yukarida belirtilen caligmalarin aksine ESWL sonrasi yiiksek olarak olgiilmesi
uygulamanin 7 giin siire ile giin asir1 tekrarlanmasi nedeniyle indiiklenen SOR artis1
ve sonrasinda ortaya ¢ikan oksidatif stres ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir

ESWL uygulamasi sonrasi renal dokuda ortaya ¢ikan degisiklikler pek cok
calismada bildirilmistir (19,21,28,30). Glomeriiler ve tiibiiler hiicrelerde, bowman
kapsiilinde yirtiklar, glomeriiler membranda ve bazal membranda kalinlagma,
kapillerde segmental fibroepitelyal kalinlasma, intimanmn proliferasyonuna bagl
limen tikanmasi, bobrek dokusunda kortikomediiller smirm kaybolmasi, vaskiiler
hasarlanma, parankim i¢ine kanama, proksimal tiip hiicrelerinde degisik doku
hasarlar1, kronik olarak; fibrosis, fokal kalsifikasyon, nefron kaybi, hyalinize skar
olusumu subkapsiiler hemoraji, perirenal hemoraji, glomeriiler hemoraji ve Bowman
kapsiiline protein sizmtisti ESWL sonras1 sik  karsilagilan histopatolojik
degisikliklerdendir.

Calismamizda da, ESWL wuygulanan grupta ESWL sonrast en ¢ok
kortikomediiller bolgenin hasardan etkilendigi; mikroskobik olarak ESWL uygulanan
tim deney gruplarinda tiibiillerde degisen derecelerde dilatasyonu igeren
dejenerasyon, proksimal ve/veya distal tiiblil epitellerinde dokiilme basitlesme
(yassilagma) ve tubuler castlerin varligi seklinde renal hasar gelistigi izlendi. Ayrica,
vaskiiler dilatasyon, konjesyon ile mononiikleer hiicrelerin varlhigiyla karakterize
hafif ile orta derecede interstisiyel inflamasyon da mevcuttu.

Al-Awadi ve ark. ESWL’nin bobrekte serbest radikal olusumu nedeniyle yol
actigt doku hasarinin ekzojen antioksidan verilmesiyle Onlenebilecegini ileri
siirmiisler ve yaptiklari calismalarinda sok dalgalarinin indiikledigi renal parankimal
hasarin serbest radikal olusumuna katkida bulundugunu ve kullanilan oral
antioksidan ajanlarm bdbrek dokusunu bu hasardan korudugunu belirtmislerdir

(172). Serel ve ark. ise deneysel ¢aligmalarinda, ESWL’nin bdbrekte neden oldugu
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oksidatif stresi Onlemek i¢in endojen serbest radikal olan melatoninin etkisini
arastrmig ve oksidatif renal hasar1 onlemede etkili oldugunu bildirmislerdir (173).
Benzer sekilde, Biri ve ark. ekzojen vitamin E ve vitamin C uygulamasi ile ESWL
sonrast bobrek dokularinda izlenilen endotelyal hasar, kapiller damarlarda visseral
epitelyum ayaksi uzantilarinin (foot process) kayb1 ve glomeriiler bazal membran
hasar1 gibi bazi1 degisikliklerin 6nlenebilecegini gdstermislerdir (174).

Taurinin peroksidatif hasara maruz kalan dokularda antioksidan ozellik
gosterdigi ve lipit peroksidasyonunu azalttigi bilinmektedir (125,128). Taurinin
antioksidan etkisini degerlendiren bir calismada, Hagar ve ark. Cylosporine A’nin
(CsA) neden oldugu oksidatif stres ve nefrotoksisitenin degerlendirildigi denysel
calismada; taurin uygulamasi ile oksidatif belirteclerde azalma oldugu ve taurin
verilen grupta renal morfolojik degisikliklerde diizelme oldugunu izlemislerdir (175).
Yapilan arastirmalarda taurinin SOR {izerine etkileri hakkinda farkli sonuglar ortaya
konulmustur. Taurinin hipokloréz asitle dogrudan reaksiyonu ile klorotaurin olusur.
Hem taurin hem de klorotaurinin, hipoklor6z asidi noétralize ederek antioksidan etki
gosterdikleri diistiniilmektedir. Ayrica klorotaurin, hem iNOS hem de tiimor nekrozis
faktor ekspresyonunu, transkripsiyonel ve translasyonel diizeylerde -etkileyerek
NO’yu ve tiimor nekrozis faktorii azaltmakta ve iNOS’u da direkt olarak inhibe
etmekle birlikte; yapilan pek ¢ok calismada dokuda NO diizeyini artirdigi
gosterilmistir (176,177). Giiz ve ark. taurin eksikliginde 6zellikle belirgin MDA artis1
meydana geldigi ileri stirerken, El-Abhar ve ark. ise taurinin artmis kortikal MDA
diizeylerini etkilemedigini bildirmistir (178). Giiz ve ark. iskemi/reperflizyon modeli
olusturulan ratlarda oksidatif stres belirtegleri olan GSH ve MDA ’nin serum ve doku
seviyelerinin ekzojen taurin verilmesi ile normal smirlar igerisinde kaldigmni; olusan
histopatolojik degisikliklerin taurin verilmesi ile azaldigmi gdstermislerdir (179).
Giirer ve ark. da bobrek dokusunda kursunun indiikledigi oksidatif stres iizerine
taurinin etkilerini degerlendirdikleri calismalarimda, GSH, MDA ve katalaz
seviyelerinin bobrek dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
diisiik oldugunu bildirmislerdir (180). Sonug olarak, taurinin oksidatif strese karsi
koruyucu olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Calismamizda da taurinin uygulamasi ile MDA ve t-SH diizeylerinde ESWL

uygulamasi1 sonrasina gore azalma izlenmis, hatta bu azalma kontrol grubu
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diizeylerinin de altinda seyretmistir. Literatiir ile uyumlu olarak, ekzojen taurin
uygulamasi ile katalaz, GSH-Px ve SOD diizeylerinde azalma izlenmistir. Bu
durumun disaridan verilen antioksidan ajanlarin endojen iiretimi baskilamasi sonucu
ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir.

Ozon tedavisi son yillarda tipta pek cok alanda kullanilan bir uygulama
yontemidir (182,183). Bununla birlikte, insan ve hayvanlardaki ozon kullaniminin
tartismalar1 halen devam etmektedir. Ozellikle yiiksek doz kullanimimnda serbest
radikal olusumundaki artisa bagli ortaya ¢ikan yan etkiler ve inhalasyon yolu ile
verildiginde ise respiratuar sistemdeki irritan etkileri bu tartisjmada 6nemli rol
almaktadir (184,185). Diger taraftan, Os tedavisinin klinik etkinligini ortaya koyan
literatiir verileri de son derece smirhidir. Bu nedenle klinik pratikte O3 gaz1 kullanimi
sinirhidir.

Morsy ve ark. diabetik nefropati olusturulan sican modellerinde oksidatif
stres belirtecleri lizerine ozon terapinin etkilerini degerlendirmisler ve ozon
uygulamasi ile renal oksidatif stres belirtegleri diizeylerinde anlamh diisiis oldugunu
bildirmislerdir (186). Diyabet olusturulan sigan bobrek dokularinda oksidatif stresin
varligina bagl olarak MDA seviyelerinde artis; antioksidan enzim diizeylerinde ise
azalma saptanmistir. Buna karsmn, deneklere ozon terapi uygulandiginda, renal
antioksidan sistemin aktiflestigi ve oksidatif stresin bdbrekler iizerine olan
etkilerinde azalma meydana geldigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda ozon tedavisi ile
renal vaskiiler endotelden NO saliniminin da indiiklendigini bildirilmistir.

Barber ve ark. ise bobrekte sicak iskemi olusturarak yaptiklari deneysel
calismalarinda, ozon terapi uygulanan deneklerde olusan histopatolojik
degisikliklerin daha az oldugunu saptamislardir (187). Arastirmacilar, bu duruma
ozon uygulamasi ile bobreklerde indiiklenen antioksidan mekanizmalarin koruyucu
etkisinin neden oldugunu ileri siirmiisler ve bu bulgular 1518inda transplantasyon
oncesi renal zedelenmeyi en aza indirgemek i¢in ozon On kosullamasmin
kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Calismamizda, beklenildigi iizere ozon terapi ile SOR ve antioksidan
diizeylerinde azalma izlenmis; bu azalma ozon terapinin taurin ile kombine edilmesi
ile daha belirgin olarak ortaya ¢ikmistir. Diger taraftan, ozon terapi ile NO

diizeylerinde artis izlenmistir. Bu durumun ozon terapinin etkisinin oksidan NO artis1
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ile gerceklestirmesine bagli oldugu diisiinmekteyiz. Kombine uygulamada ise NO
diizeyinde, taurinin NO baglayici etkisine bagli olarak bir miktar azalma izlenmistir.

Yapilan calismada, ESWL uygulanan grup II’de tiibiil epitelinde nekroz,
epitel katinin soyularak fragmante hiicrelerin liimene dokiilmesi gibi hasar bulgular1
grup IV (ozon terapi) ve grup V’e (ozon+taurin) gore daha belirgindi. Kombine
tedavinin uygulandigi grup V’in ise tiibiiler ve vaskiiler integrite acisindan diger
deney gruplarina gore daha saglikli oldugu izlendi. Bu histopatolojik sonuglardan
yola ¢ikarak antioksidan ajan uygulamasi ve ozon terapi, ESWL girisiminin bobrek
tiibiillerinde olusturdugu epitel hasar1 lizerinde tek baslarina herhangi bir koruyucu
etki meydana getirmezken, birlikte uygulandiklarinda hasar1 azalttigi ve hatta ESWL
uygulamasinin  yol actig1 tiibiiler hasara karsi korunmasini sagladigini
disiinmekteyiz. Bu etkinin ozon terapinin Ozellikle vaskiiler endoteliyal hasar ve
disfonksiyonu dnlemesine bagli oldugu diisniilmektedir.

Sonug olarak, ozon terapi ESWL uygulamasinin indiikledigi oksidatif doku
hasarin1 azaltmakta ve ozellikle diger antioksidan ajanlar ile birlikte kullanildiginda
koruyucu etkisi daha belirgin olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bununla birlikte, ozon
terapinin uzun donem etkileri ve doz/uygulama sekline bagl etkilerinin daha net

ortaya konulmasii¢in ileri caligmalara gerek vardir.
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