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1. GIRIS ve AMAC

Ozon (Os3) ,lic mol oksijen (O,) atomunun aktiflenmis seklidir. Ozonun klinik
ve medikal olarak kullanilabilmesi i¢in O,/O; karisim seklinde hazirlanmasi
gerekmektedir. O; uygulamasi ile nitrik oksit (NO) diizeylerinde artis, iskemik
alanlarda vazodilatasyon, hipokside azalma, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivasyonu

ve glutatyon seviyesinde azalma ile oksidatif stresin azaltildig1 gosterilmistir (1,2).

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 kalp cerrahisindeki en biiyiik sorunlardan
biridir. Infrarenal abdominal aort cerrahisi sirasinda cerrahi teknik olarak uygulanan
kros klemp ve sonrasinda kros klempin kaldirilmasinin aortik IR hasarinin gelisimi
ile sonuglandig1 bilinmektedir (1). Aortik IR hasari1 sonucu ortaya ¢ikan; serbest
oksijen radikalleri (SOR)'nin olusumu, sistemik vazokonstriiktif mediatorler, notrofil
aktivasyonu, lipid peroksidasyonu (LPO) ve sistemik inflamatuar yanit uzak organ
hasarina neden olmaktadir (1,2). Bu nedenle aortik IR'nin indiikledigi miyokard
hasar1; aort cerrahisi sonrasi yiiksek mortalite ile seyreden kardiyak yetmezlik

gelisiminde 6nemli bir komplikasyon olarak kabul edilmektedir (2).

Aortik IR ile ilgili olarak yapilmis ¢ok sayida deneysel ve klinik arastirma ve
denenmis ¢esitli kimyasal maddeler olmasina ragmen, kesin ve etkili tedaviyi
saptamak amaciyla ¢alismalar hizla devam etmektedir. IR hasari ile ilgili olarak son
yillarda medikal Os tedavisinin diyabetik ayak yaralarinin iyilesmesinde kolaylik
sagladig1, periferik arter hastaliklarinda kan akimini artirarak klaudikasyoyu azalttig

ve IR hasarini azalttig1 yoniinde ¢calismalar bulunmaktadir (3-5).

Medikal Os tedavisinin yaygin klinik kullanimina ragmen kardiyovaskiiler
alanda arastirma sayisi oldukca sinirhidir. Bu ¢aligmada, O3 ile dnkosullanma yapilan
ratlarda aortik IR modelinde uzak organ miyokard hasari iizerine O; tedavisinin

etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemi

Arteriyel kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucunda doku veya organlarin O, den yoksun kalmasi iskemi olarak tanimlanir.
Viicut disinda olusan doku iskemisi soguk iskemi, viicut i¢inde olusan iskemi ise
sicak iskemi olarak tanmimlanir. Sicak iskemiden en c¢ok hepatositler etkilenirken,
soguk iskemiden en ¢ok endotel ve kupffer hiicreleri etkilenir (6). Hiicresel enerji
depolarinin bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
hasarlanmasi ve hiicre 6liimiine neden olur. Dokuya gelen kan akiminin azalmasi
sonucunda; hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat ve
fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi miktar1 azalir (7). Hiicre i¢inde enerji
depolarmin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na'K'™-ATP az pompast durur.
Hiicre icinde Na” ve Ca'" iyon konsantrasyonlar: artar (8). Hiicre i¢inde Ca™" iyon
konsantrasyonunun artis1 hiicre igin sitotoksiktir (9). Iskemiye bagli Ca’" artisi ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan membran fosfolipitlerinin par¢alanmasina
neden olabilir. Hiicre i¢i Ca’ artmas ile aktive olan proteazlar hiicre yapisina zarar
verebilirler. Ayni1 zamanda, bu dénemde hiicrede iyon konsantrasyonlarinin degisimi
ile proinflamatuar sitokinlerin ve 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artis,
buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma meydana gelir. Bu durum
hiicrenin reperfiizyon déneminde hasara kars1 dayaniksiz hale gelmesine neden olur.
Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde tiiketim devam ettigi i¢in ATP’den
AMP ve adenozin olusmaya devam eder. Adenozinin hiicre disina ¢ikmasi sonucu
inozin ve hipoksantin olusur. Sonugta yiiksek enerjili fosfat bilesikleri olan (ATP)
yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi plirin metabolitlerinin birikimi ile ksantin
dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar (8). Normal
sartlarda hipoksantin {irik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici
olarak NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) kullamlir. Ancak
hipoksi ya da iskemi durumunda KDH, KO’a doniismesi yiiziinden hipoksantinin
tirik asite dontlisiimii KO tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici

olarak molekiiler O, kullanilir (9).



Normal sartlarda:

KDH (NAD")yi kullanarak

Hipoksantin — Ksantin ve irik asid
Iskemik sartlarda:

ATP — parcalanir — AMP ve Adenozin

Adenozin hiicre disina geger — inozin ve hipoksantin
AMP — Hipoksantin

KDH — KO olusur.

Indirgenmis O, tiirevleri hiicre membranina ve elemanlarina zarar verirler. Bu
gibi oksijen radikalleri iskemik dokularda, 6zellikle kan akiminin diizelmesinden
sonra artar. Toksik O, tiirevlerinin biiyiik 6lgiide reperfiizyon sirasinda zedelenme
alanina gelen PMNL tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir (10). Fosfolipit
par¢alanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken lipit yikim {iriinleri membranlar

tizerinde yikama etkisi yapar (10).

Membran hasarinin mekanizmalar1 degismekle beraber temel neden

tanimlanan olaylarla Ca™ bol miktarda hiicre igine girmesidir (10).
Iskeminin hiicresel etkileri (11):

1-Membran potansiyelinin degismesi

2-fyon dagiliminin degismesi (1 intraselliiler Ca™ / Na")
3-Hiicresel sisme

4-Hiicre iskeletinin disorganizasyonu

5-Artmis hipoksantin

6-Azalmis ATP

7-Azalmis fosfokreatin

8-Azalmig glutatyon

9-Hiicre i¢i asidoz



2.2. Reperfiizyon Hasan

Iskemik dokuda hasarmn geri dondiiriilebilmesi ve toksik metabolitlerin
temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekmektedir. Ancak iskemik dokunun
reperfiizyonu bir dizi olayin baslamas ile paradoksal olarak doku hasarina yol agar.
Cesitli ¢aligmalarda reperfiizyon hasarinin iskemik hasara gore daha fazla toksik
{iriin olusturdugu belirlenmistir (12). Iskemik dénemdeki oksidatif fosforilasyon
hasar;, ATP depolarinda tilkenme, hipoksantin artis1 ve hiicre i¢i Ca™ da artis
meydana getirir. Hiicre i¢i Ca™ un artis hiz1 ve miktari, en erken mekanizma olup,
hiicre nekroz ve apopitozuyla iliskilidir (13,14). Reperfiizyon siiresince Ca™" un
artmis hiicre ici birikimi devam eder. Doku iskemisi sonucu gelisen hiicre i¢i Ca™"
artist ve ATP azalmas1 birbirini tetikleyerek negatif etkiyi artirirlar. Hiicre ici Ca’™
birikiminin engellenmesi bu dongiiyii kirarak Ca™" a bagl olusan hasarlar1 azaltir
(15). Iskemi déneminde dokuda biriken KO dokuya aniden sunulan O, yi kullanarak
hipoksantini {irik asite cevirirken bu reaksiyon esnasinda bol miktarda SOR
olusumuna neden olur (16). Reperfiizyon doneminde dokuda nétrofil infiltrasyonu,
kopleman sisteminin aktivasyonu, Ca™" aracili proteazlarin aktivasyonu, arasidonik
asit (AA) metabolizmas1 gibi pek ¢ok sistem de SOR olusumunu artirarak hasara
neden olmaktadir (16). Giinliik uygulamada IR nun yer aldig1 degisik olgular vardir.
Sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi ve bu
durumlarin  diizeltilmesi ile de reperflizyon hasar1t ortaya c¢ikmaktadir (16).
Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi yada kanama kontrolii nedeniyle
yapilan klemp, tampon uygulamalar1 iskemiye neden olurken sonrasinda reperfiizyon

ile yine IR hasar1 giindeme gelmektedir (16).

Kardiovaskiiler cerrahide de aort yada periferik arter klemp uygulamasi

sonrasi ortaya ¢ikan tablo IR hasari ile karakterizedir (16).



2.3. Ozon
2.3.1. Ozon ve Etkileri

O3 atmosferik O, nin ¢ok enerji ytikli, triatomik kimyasal seklidir(Sekil-1).

Oda sicakliginda Oj; renksiz ama karakteristik kokusu olan bir gazdir.

@
o 1.278 A

P
O

=1
Sekil 1. Ozonun formiilii (17).

O; ilk kez 1785 yilinda kimyager Martin Marum tarafindan kimyasal bir
molekiil olarak kesfedilmistir. Alman kimyaci Christian Friedrich Schénbein Os i ilk
olarak 1840 yilinda insanlarda kullanmigtir (18). Tibb1 anlamda diinyada en azindan
150 yildir kullanilmakta olan Os; gerekliligi ve 6nemi son yillarda daha fazlaca
anlagilmaya baslanmustir. Klinik olarak kullandigimiz Os tedavisi, 35 yildir Italya,
Rusya, Almanya, ABD, Kanada, Malezya, Cin gibi bir¢ok iilkede yogun olarak
uygulanmakta ve bircok O; tedavisi klinigi bulunmaktadir. Tiirkiye'de ise son

yillarda yogun bir sekilde uygulanmakta ve hizla klinik uygulamalara girmektedir
(19).

O3 normal kosullar altinda rengi olmayan, kendine 6zgii bir kokuya sahiptir
(18). O3 un kokusunu kimileri yosun kokusuna, kimileri yagmur sonrasi toprak
kokusuna, kimileri bozuk balik kokusuna, kimileri ise beklemis ¢amasir suyu
kokusuna benzetir. Ozellikle firtinali ve yagmurlu havalardan sonra, siklikla
yiikseklerde veya sahile yakin yerlerde farkedilir. O3 adi1 mitolojide de olan Yunanca
"koklamak" veya "Tanrinin Nefesi" anlamina gelen ozein'den gelir. Latince ozein

kotii kokulu anlamina gelir (19).

O; tabakasi, atmosferin Stratosfer tabakasindadir, gokyiiziinden gelen
giinesten ¢ikan zarar1 olan 1ginlar O; tabakasi tarafindan emilir ve gokyiiziindeki O,

saglikli bir sekilde diinyaya gelmesine neden olur (19).



Zemin seviyelerine yakin yerlerde 10 milyon hava partikiili basina bir
partikiil Oz (= 0.1 ppm = 200 pg/m?) konsantrasyonlarinda duman seklinde bulunur.
2000 metre yiikseklikte, cok daha azalarak 0.03 - 0.04 ppm seviyelerine diiser (20).

Konsantrasyonu 20-30 kilometre (km) yiikseklikte yaklasik 1000 pg/m3
seviyesindedir. Normal kosullarda O tabakasinin kalinlig1 yalnizca birka¢ milimetre

(mm) olmaktadir (20).

O; yogunlugu hava kirliligi 6l¢limiinde kullanilmaktadir. Ozonosferde
mevcut O3 tabakasinin tahrip olmasina bagli O; konsantrasyonunda diisiis, gilines
1sinlarinin ultraviyole bilesenlerine karsi korumanin azalmasi anlamina gelmektedir.

Bu siirecin temel sorunlarindan biri O3 tabakasinda olan incelmedir (19).
2.3.2. Ozonun Kullanim Alanlari

O3 hem sanayi, hem de biyoteknolojide yaygin bir kullanim alan1 bulmustur

(19). (TABLO-1)

Tablo 1. O3’lin genel olarak kullanim alanlar1 gosterilmistir (19).

Sularin dezenfeksiyonu

Tat ve koku giderimi

Renk giderimi

Bulaniklik giderimi

Metallerin uzaklastirilmasi

Bakteri ve viriislerin dezenfeksiyonu

Nitrik ve amonyak giderimi

Gida endiistrisinde sise ve yemek kaplariin dezenfeksiyonu
Soguk hava depolari

Veterinerlik, hayvancilik

Alfa toksin arindirilmasi

Gida ve havada kiikiirt giderilmesi

Klima sistemleri

Yiizme havuzlar

Klimal1 sistemi olan yerler

Havalandirma, boyler, sogutma kuleleri, nemlendirme sistemleri

Yiiksek derecede zehirli aromatik ve heteroaromatik maddeler flokiilasyon

yoluyla tahrip edilerek yok edilir ve filtrelenerek elimine olurlar.



O; 1in oksidasyon giicii atik suyun temizlenmesi ve yeniden islenebilir hale
getirmesinde en 6nemli araglardan biri haline getirmektedir. Os, oksidasyon giicli ¢ok

yiiksek olan bir gaz ve bilinen en kuvvetli dezenfektandir (20).

O3 gazinin dezenfeksiyon etkisi, ayni sartlar altinda klorunkinden 3125 defa

daha fazladir. Spor, kist ve viriislere kars1 klordan daha etkilidir (21).

Ayrica Os, havada bulunan O, in parcalanmasi yoluyla elde edildigi icin
kararsiz yapist nedeniyle dezenfeksiyon gorevini tamamladiktan sonra daima
hammaddesi olan O, e doniisiir. O3 gazinin dezenfeksiyon sonrasinda atik ve kalinti
birakmayan tek dezenfektan olusu, ozellikle gida sanayiinde kullanimini, diger

dezenfektanlara gore avantajli kilmaktadir (20).

O3, yliksek oksidasyon giicli ile diger dezenfektanlara goére ¢ok istiindiir.
Hipoklorik asit'ten 25 kat, hipoklorit'ten 2500 kat, kloromin'den 5000 kat daha etkili

olmasina karsin, onlar gibi atik ve zararli maddeler ortaya ¢ikarmaz (21).

O3, kisa bir siire sonra sonra tekrar O, e doniistiigii i¢in dogaldir ve yan etkisi

yoktur.

Havadaki O, molekiilii, yliksek enerji ile 2 adet O, atomuna pargalandiktan
sonra, bir diger O, molekiilii ile tepkimeye girerek kararsiz bir molekiil olusur. Bu
yeni molekiil O; tiir. Bu kararsiz yapisi ona iistiin bir oksidasyon giicii verir. Kararsiz
yapis1 sebebiyle ortamdaki bakteri, viriis, mantar, kiif gibi istenmeyen organikleri
yok ederken, demir, mangan, klor, nitrit vb. maddeleri de oksitleyerek ortamdan

uzaklagtirir (20).
2.3.3. Medikal Ozon

Teknik O;, O3 ve havanin karistmi olup atmosferik havadan hazirlanir.
Teknik Os {in tersine medikal O; elektrik desarji ile hazirlanir ve istenen doz ve

konsantrasyonda O,/Os karisimui elde edilir.

Medikal Os, saf Oz le saf O, karisimidir. Uygulanmasina bagli olarak O;
konsantrasyonu 1-100 pg/ml (% 0.05-5 O3) arasinda degisebilir (21).

O; molekiilii stabil bir molekiil degildir. Tibbi amagla kullanilacak olan O;

molekiilii ¢aligma yerinde, 6zel bir jenerator kullanilarak, taze sekilde hazirlanir ve



aninda uygulanir, ¢iinkii yarilanma 6mrii ortalama olarak bir saattir ve kalan miktari

O; olarak ayrisir (20).

Os jeneratorleri teknik olarak farkliliklar gostermektedir. Temel olarak ytiksek
veya algak frekansh alternatif akimlar1 temel alan, ylizey veya plazmik desarjh
jeneratorler bulunmaktadir. Jeneratorlerde temel ¢aligma prensibi O, molekiillerinin
O atomlarina ayrigmasini saglamasiyla gergeklesmektedir. Ayrisan atomlar diger O,

molekiilleriyle birleserek O3 molekiiliinii olusturur (21). (SEKIL-2)

Kullanilmayan Oj;, enerji agiga cikartarak yeniden O’e doniiglir. O3 un
kendiliginden saf O,/O; karigimina ayrigsmasi Oncelikle sistemin sicaklik derecesine
baghdir ve ikinci derece bir reaksiyonla gergeklesir. Os’un ayrismasi yalnizca
sicakliga degil, sistemin biitliniine baghdir. Konteynerin hacmi ne kadar kiigiik ve
sicaklik ne kadar yiiksek olur ise, O,/O3 karigiminin yar1t émrii daha az olur. Bunun
yaninda kullanilan konteynerin malzeme yapisi da yar1 dmrii etkilemektedir. Ornegin
50 ml hacimli bir cam enjektorde 20 C sicaklik ve 760 Torr (101.3 kPa) basing
altinda yar1 omiir 45 dakikadir. Ayn1 dissal kosullarda yar1 6miir siiresi 20 dakika ile

3 giin arasinda degismektedir (21).

1. Oksijen tiipii, 2.0ksijen akim regiilatorii 3. Oksijen ¢ikis tiipii 4. Ozon jeneratorii 5. Giig kaynagt 6.
Konsantrasyon regiilatorii 7. Akim 6l¢er 8. Ozon ¢ikisi

Sekil 2. Ozon jeneratorii yapisi (22).
2.3.4. Medikal Ozonun Elde Edilmesi

Farkli teknik yapilarda O; jeneratdrleri piyasada bulunmaktadir. Ornegin,
yikksek veya algak frekanslhi alternatif akimlari temel alan, ylizey veya plazmik

desarjli jeneratorler vardir. Dislik frekans voltajda plazmik desarjli medikal O;



jeneratoriinde medikal Os, seri baglanmis iki yiiksek voltaj tiiplinden gegmektedir.

Tipler de yaklasik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja baghdir (19).
Enerji, tekil O, molekiillerinin, O, atomlarina ayrigmasini saglar.

Atomlar, var olan bir O, molekiilii ile birleserek O3 molekiiliinii olusturur.

Fazla veya kullanilmayan O3, katalitik yolla yeniden O, e doniistiiriiliir. (RESIM-1)

Resim 1. Calismamizda kullanilan evozone marka ozon jeneratorii

Kullanicr kural olarak O3 konsantrasyonunu iki parametre ile degistirebilir:
voltaj ve gaz akim miktar1 (gaz akisi)). Uygulanan voltaj artirildik¢a Os
konsantrasyonu da artar. Gaz akisi arttikca, yani O;’in desarj bolgesinden akisi
hizlandik¢a, ayrismamis O, molekiillerinin sayisi, yani O3 konsantrasyonu daha az
olacaktir. O, akis1 ¢cogaldikca ve daha fazla voltaj uygulandikca, O3 konsantrasyonu
da yiikselir. Ancak yaklasik olarak 1-10 litre/dakikadan daha yiiksek bir degerin
uygulanmasi pratik olarak miimkiin degildir. O3 konsantrasyonu voltaja ek olarak
sicaklik, basing, akis hacmi gibi cesitli parametrelere bagli oldugu icin O3
jeneratorlerinde Oz konsantrasyonu siirekli olarak oOlgiilmelidir. Standart olgiim
olarak UV fotometresi, konsantrasyonun belirlenmesinde tercih edilen yontemdir

(20).
2.3.5. Medikal Ozonun Uygulama Bi¢imleri

a. Sistemik uygulama

b.Lokal uygulama

a.Sistemik uygulama sekilleri:
1-Major Otohemoterapi(MAH)

2-Mindr Otohemoterapi
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3- O,/03 karisiminin rektal insuflasyonu
b.Lokal uygulama sekilleri

1-Transkutan6z

2-Intraartikiiler

3-Intramiiskiiler O3 enjeksiyonu.

4- O3 balneoterapi

5- O3 lii su, krem, bitkisel yag uygulamalari
a.0zonun sistemik uygulanmasi

1-Major Otohemoterapi (MAH);

O; MAH Avrupa iilkelerinde pratikte uzun siiredir kullanilmaktadir. MAH
uygulanis sekli Wolff tarafindan 1974 yilinda tanimlanmigtir (23).

O3 MAH uygulama teknigi sirasinda 200 ile 250 ml. Arasinda kan hastadan
almir. Heparin ya da sodyum sitrat eklenir. Sonra 15-80 pg/mL dozunda O,/O;
karisimiyla 5-10 dakika arasindaki bir siire i¢in karsilastirilir. Daha sonra kan hastaya
tekrar verilir. Bu uygulama genellikle haftada 2 kez olmak iizere 7-8 haftalik siire

gerceklestirilir (24).
2-Minor Otohemoterapi

O3 mindr otohemoterapi uygulama teknigi sirasinda 5 ile 10 ml. arasinda kan
hastadan alinir. Sonra 15-80 pg/mL dozunda hazirlanmis O,/O; karisimiyla 10-20
saniye enjektor icerisinde karsilastirilir. Daha sonra kan hastaya tekrar verilir. Bu

uygulama genellikle haftada 2 kez olmak iizere 7-8 haftalik siire gerceklestirilir (24).

Minér otohemoterapi islemi 3-5 dk i¢cinde gergeklestirilirse siringa i¢inde kan
pihtilasmas1 olmaz. Kronik hastaligi olan hastalar genel olarak trombozise
yatkindirlar, bu durumlarda hastadan alinan kan heparinlenmelidir (20).

3- 0,/0; karigiminin rektal insuflasyonu

Sistemik etkileri agisindan MAH’ye gercek bir alternatif olusturmustur. Bu
yontemle, yaklasik 10-12 insiiflasyonluk bir uygulama dizisini takiben MAH’ye

benzer sonuglar elde edilebilir. Rektal insiiflasyon, katetere bagli O; a direngli bir
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enjektor yardimi ile veya bir O; konteyneri ve silikon doz cantasi kullanarak

gerceklestirilebilir. Kural olarak 150-300 ml O,/O; karisimu tatbik edilir. (21)

Bu uygulama yonteminin ¢ocuklarda en uygunu ve pratigi oldugu
gosterilmistir  (25). Insiiflasyon, hastaya yiizii koyun yatar pozisyonda
uygulanmalidir. Genel olarak rektal insiiflasyon, vendz yapilarinin uygun olmadigi
MAH endikasyonu olan hastalarda, bagirsaklarda proktit veya kolit gibi patolojik
durumlarda veya immiin sistemi zayif pediatrik vakalarda rekiirren enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilabilir (26).
b. Lokal Ozon Uygulamalart;
1-Transkiitanoz

Venoz lilserler ve genis alana yayilan asirn enfekte olmus yaralarin
tedavisinde kullanilir. Yara, uygulama Oncesinde salin ile yikanir; ardindan gaz
kagisim engellemek icin doku cevresi iyice kapatilir. igerisindeki hava once agma-
kapama muslugu ile c¢ikartiir ve ardindan belirlenmis O,/O; karisimi ile

doldurulurak iilser veya yara bolgesi ile gaz karistminin 10-15 dakika temasi saglanir

(26).
2-Intraartikiiler

Eklem i¢ine veya c¢evresine enjekte edilecek medikal Os iin dozu ve hacmi
eklem biiyiikliigiine ve patolojinin klinik goériiniimiine baglidir. 5-60 ml arasinda
0,/03 karisimi uygulanabilir. Uygulama sayis1 haftada 2-3 olmalidir. Terapi kiirii
stiresi genellikle 3-5 haftadir. Os tedavisi tedavi etkinligini belirgin olarak artiran
medikal ve fizyoterapi metotlar1 ile kombine edildiginde tiim artropatilerde basariyla
kullanilabilir (20). Intraartikiiler O; enjeksiyonunun basta omuz ve diz eklemleri
olmak iizere akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda yararl ve etkin oldugu
kanitlanmistir. En 6nemli kullanim alanlar1 gonartroz, akut/kronik agrili eklem
rahatsizliklar1 ve hareket kisitligi olusturan eklem rahatsizliklaridir. Intraartikiiler O

uygulamasi, agrili eklemlerin tedavisinde yardime bir tedavidir (26).
3-Intramuskuler

Intramiiskiiler enjeksiyonlar i¢in 10-20 ml hacimde ve 10000 mcg/L’ye kadar

O3 konsantrasyonlarinda O,/O; gaz karisimi kullanilabilir. Gaz karisimi yavasca ve
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hastada herhangi bir agriya neden olmadan yapilir. Bir tedavi kiirliniin stiresi
patolojinin  tlirine ve hastaligin siddet derecesine gore degisir. Spinal
osteokondroziste paravertebral yoldan agri noktalarina intramiiskiiler O,/O3; gaz
karigimi enjeksiyonu 6zel dnem tasir. Agrinin oldugu noktalara O3 verilir. Kullanilan
O; konsantrasyonu 5000 — 10000 mcg/L arasindadir. Bu tedavi, geleneksel tedavi ile
karsilastirildiginda, yan etkilerinin olmayis1 ve yiiksek klinik etkiye sahip olmasi
avantajlaridir (20).

4- O3 Balneoterapi (Ozonlu su ile banyo)

Su yaygin cilt ve doku progeslerinin iyilesmesine yardim eder. Os iin etkisi
kan akimmi uyarmak kadar ayni zamanda vazodilatatér, antiinflamatuar ve
bakterisidal etkileri O3 -mineral banyolar1 6zellikle periferal kan akimi bozukluklari,
egzema, llser ve hiperenfekte yaralarin tedavisinde kullanim alani saglar. O;
balneoterapi ¢ok yaygin degildir, ¢linkii O;3’lu sudan buharlagan gaz seklindeki O3 {in

solunmasini 6nlemek i¢in pahali 6zel donanim gerekmektedir (20).
5- O3 1 su, krem, bitkisel yag uygulamalar1

Ozonize su, krem ve bitkisel yaglar yeni veya yakin zamanda yapilmis cerrahi
midahaleler de dahil olmak iizere, enfekte olmus her tiir yaraya karsi topikal
uygulama i¢in endikedir. Ozonize su, kompresler bi¢iminde uygulanabilir. Kural
olarak ozonize su, ¢ift damitilmis sudan taze olarak hazirlanir. Bu su maksimum 20
ug/ml O; absorbe eder ve oda sicakliginda yar1 omrii yaklasik 10 saattir. Pratik
olarak herhangi bir gaz aciga ¢ikarmadigr i¢in havaya Os karigmaz. Kullanilan O;
miktar1 suda erime 6zelligi ile orantili oldugundan doz asimi1 gézlenmez. Ozonize su,
enfekte yaralarin tedavisinde, mantar enfeksiyonlari, liken veya kiiflerde, zona,
herpes tedavisinde ve dis hekimliginde hem dezenfektan olarak, hem de dis ¢ekimi
sonrasindaki yaralarin tedavisinde, bukkal kavitedeki iltihaplar, candida veya

prodontitis vakalarinda kullanilabilir (26).
Lokal O3 uygulamalar1 i¢in asagidakilerin akilda tutulmasi gereklidir:
O; 1in bakterisidal etkisi sadece nemli bolgede ortaya ¢ikar;

Yiiksek dozda Os; kanamayr durdurur, diisik dozda O; kanamayi

yogunlastirir.
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Yiiksek dozda O; hiicre boliinmesini baskilar, diisiik dozda Os bu progesi

stimiile eder.

Yiiksek konsantrasyonda O; dezenfeksiyon igin kullanilir; daha diisiik

konsantrasyonlarda Os epitelizasyon ve yara iyilesmesini hizlandirir (20).
2.3.6. Medikal Ozon’un Etki Mekanizmalar:

Os;, kimyasal olarak radikal oOzelligi tasimamakla birlikte, florin ve
persiilfattan sonra, bilinen en giiclii liglincli oksidan maddedir (29). Os, yiiksek
oksidatif potansiyeline karsin ¢cok selektif hareket eder. Bu selektivitenin nedeni O;
molekiiliiniin polar yapisi, yani pozitif polarize olmus O, atomudur, bu da molekiile
elektrofilik karakter kazandirir (20).

O3, birgok diger gaz gibi suda ¢oziinebilir. Os,oksijene gore 1,6 kat daha
yogun ve suda daha fazla ¢oziinen bir molekiildiir. Suda diger gazlar gibi Henry
kanununa gore c¢Oziiniir. Coziinmesi ortam 1sisindan, basingtan etkilenir ve
konsantrasyonuna baghdir. Biyolojik sivilarda Oz O, den farkli olarak hizli sekilde
biyomolekiiller ile reaksiyona girer (27).

0,/03 karisimindaki Os afinite sirasiyla, ¢coklu doymamis yag asitleriyle,
antioksidanlarla ve siilthidril (SH) grubu tasiyan tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer.
Os’un miktarinin artisina bagli olarak karbonhidratlar, proteinler, DNA ve RNA da
bu reaksiyondan etkilenebilir. Tiim bu bilesikler Oz karsisinda elektron dondrii gibi
davranarak oksitlenirler. Sonugta O, , H,O, ve hipoklorik asit gibi SOR olusur. Bu
reaksiyonlardan en Onemlisi doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur (27). Bu
reaksiyonda her H,O; ile birlikte iki de LPO olugmaktadir (28,30).

O3 molekiilii ile biyoorganik maddeler arasindaki etkilesimin iiriinii ozonid
molekiiliidiir. Aromatik bilesiklerin ozonizasyonu, polimer ozonidlerin olusumu ile
sonuclanan olefinlerin ozonizasyonu gibi olusur (20).

O3 solundugunda toksik bir gazdir. G6z ve hava yolu mukozasin irrite eder,
akcigerdeki siirfaktan1 ekiler. O; iin solunmasiyla meydana gelen patolojik
semptomlarin siras1 Fliigge tarafindan tanimlanmistir. Uyku hali ile baslar, sonra
solunum degisir, derin ve diizensiz bir hal alir. Son olarak nefes alip verme durur.

Oliim nedeni respiratuar paralizdir (30).
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Calisma alanindaki havada bulunmasma izin verilen maksimum
konsantrasayon (MAC) O3 igin, koku esiginden 10 kat daha yiiksek olan 0,1 mg/m3
tiir (31).

Terapotik dozlardaki O; konsantrasyonlarinda eksternal (cilt veya yara
ylizeyi), enteral (oral ve rektal) ve parenteral O3 uygulamalari insan viicuduna higbir
toksik etki olusturmaz (20).

Os’un biyolojik etkilerinin olusabilmesi i¢gin SOR varligi énemlidir. SOR,
cesitli patolojik siireclerin hem baglaticisi, hem ara basamaklarda ise karisabilen,
hemde sonucunda olusabilen reaktif maddelerdir. Bunlar, organizmada aerobik
solunum sirasinda mitokondride ve fagositlerde solunum patlamasi gibi ¢esitli
fizyolojik durumlarda da olusabilmektedir (32).

Oksidatif stresin hiicre hasarindaki rolii ve hastaliklarin altinda yatan
patolojik siireclere etkisini agiklayan bir¢ok calisma yapilmistir (33-37). Yapilan
baska c¢alismalarda ise oksidatif stresin bilinenin tersi etkilerinin de olabilecegi
goriilmiistiir. Bu calismalarda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinin basta hiicre i¢i
haberlesme olmak {izere yararli biyolojik mekanizmalarda etkili oldugu
gosterilmistir. Gerek reaktif molekiiller gerekse, reaktif molekiillerin ¢esitli biyolojik
molekiillerle reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan SOR fizyolojik diizeylerde
hiicrede onemli roller iistlenmektedir (38-40). Sivilardaki ¢oziiniirliigli fazla olan
Os‘un bir kismi1 plazmada bulunan antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin
miktarlarini azaltir. O3 etkisiyle olusan kisa siirede meydana gelen olaylar sirasinda
cesitli SOR de olusabilmektedir. Bu radikallerin yar1 émrii kisa oldugundan, kan
hastaya geri verilemeden Once bunlar ortadan kalkarak yerlerini LPO {iriinlerine
birakirlar. Bunlar daha ¢ok kandaki hakim hiicre olan eritrositlerin membranlarinin
oksidasyonu ile ortaya cikar. Eritrosit membranindaki doymamis yag asitleri
oksidasyona ¢ok duyarlidir. Bu reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan H,O,, molekiil
yapisi itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir molekiildiir (27,29,41).

Os‘un tedavi edici etkinliklerinin en azindan bir kismindan sorumlu - ikincil
habercisi olarak H,O,‘nin rol aldig1 kabul edilmektedir. Etkilerinden biri
eritrositlerde 2, 3-difosfogliserat diizeyini artirma yoluyla hemoglobin- O, ayrisma
egrisinin saga kaymasina neden olmasidir. Bu sayede O,’in dokulara daha kolay

birakilmasini saglar. Plazma konsantasyonunda artis meydana gelen H,O, hiicrelerin
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i¢ine diffiize olarak; l6kosit ve endotelial hiicrelerde c¢esitli interferon, interlokin ve
transforme edici biiylime faktorii yapimini artiran uyarilart etkiler (32ak). LPO
tirtinlerinin yar1 dmiirleri uzun oldugu i¢in 6mrii ¢ok kisa olan SOR’lerin ilk etkileri
sonrasinda Os’un gecikmis etkilerinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Yari
Omiirleri uzun oldugu icin bu irlinler ototransfiizyon ile viicuda verilmis olur ve
dolasim yoluyla dokulara ulasarak buralarda biyolojik etkiler gosterirler (41-43).

O;’un konsantrasyonundaki asir1 artis sonucunda artan kuvvetli okside edici
0zelligi nedeniyle belli bir orandan sonra viicut i¢in de toksik etkisi olabilir.
Organizmadaki antioksidan savunma sistemleri yliksek O; oksidasyonuna karsi
koyacaktir. Plazmanin sahip oldugu genis antioksidan kapasite daha c¢ok
eritrositlerdeki antioksidan enzimler nedeniyle, kan O; toksisitesine karst en
dayanikli dokudur. O3 uygulamalar1 sirasinda plazmada ¢6ziinen O3 burada bulunan
antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin konsantrasyonunu azaltmaktadir (41).
Ancak MAH sonucu ortaya ¢ikan SOR artis1 ve antioksidanlarin azalmasi gegici bir
durumdur (43).

O; tedavisinin etkinligini kanin toplam antioksidan giicii belirlemektedir.
Kanin antioksidan kapasitesi diisiik oldugunda O;’un konsantrasyonu artmis olursa
siddetli membran oksidasyonu ile eritrositler hemolize olur, tam tersi oldugunda O;
dan beklenen SOR ve H,O, yanit1 yeterli olmayabilir ve arzulanan terapdtik etki
goriilemeyebilir. O3 uygulamalart sonucunda olusmasi beklenen SOR ve LPO
tirtinlerinin terapotik etki olusturabilmesi icin belli konsantrasyonda olmasi gerekir
(43). O3 un terapotik konsantrasyonu yapilan c¢alismalarla 10-80 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlardaki O; Rice-Evans’in tarif ettigi total antioksidan
kapasiteyi %25’den fazla diislirmedigi gibi azalan antioksidanlar 20 dakika sonra
eski haline gelmektedir (43-45).

O; uygulamasi ile hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin aktive oldugu
bildirilmistir. Bu enzimin artisindan SOR ve eritrosit hemolizi sorumlu olabilir. HO-
1, hem halkasinin yikim yolunda gorevi bulunan mikrozomal bir enzimdir ve
yapimini oksidatif stres artigi, proinflamatuvar sitokinler ve NO ile artirmaktadir. Bu
enzim etkisiyle hem molekiilii biliverdin ve karbonmonoksite pargalanir. Son yillarda
HO-1 ile yapilmis c¢alismalarda; antioksidan, antiapopitotik, antiinflamatuar

etkilerinin oldugu saptanmistir. O3 uygulamasiyla olusan en fazla HO-1 artiginin,
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ayn1 zamanda O;’un terapdtik doz araligr olarak da belirtilen 20-80 pg/ml arasinda
ortaya c¢iktig1 gosterilmistir (45-47).

Mindr otohemoterapiyle Os; tedavisinin immiinmodiilatuar bir etkisinin
oldugu iddia edilmektedir. Mindr otohemoterapi uygulanan enjeksiyon bolgesinde
hafif derecede steril inflamasyon meydana gelmekte, bolgeye notrofil ve monositler
gelerek denatiire proteinleri ve parcalanmug eritrositleri fagosite etmektedir. Eger
kanda HCV, HBV ve HIV gibi viriisler bulunmakta ise O3 tarafindan inaktive edilip
pargalanmis bu virlis atiklart bolgeye gelen bu immiin hiicreler tarafindan ortadan
kaldirilir. Boylece bu igslem bir gesit as1 etkisi yaratir ve immiin sistemi bu antijenlere

kars1 uyarir (27).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvani Uretim
Laboratuvar'indan temin edilen, her iki cinsiyetten ve ortalama agirliklar1 200-250 gr.
olan 32 adet Wistar-Albino cinsi sigan kullanildi. Siganlar rastgele ve esit sayida
(n=8) dort gruba ayrildi. Siganlar deney oncesi 10 giin siire ile tel kafeslerde, 12 saat
gece 12 saat giindiiz sirkadiyan ritimde, ortam sicakligi 24-26°C ve nem orani %50-
60 olacak sekilde tutuldu. Sicanlarin beslenmesinde standart ticari pellet yemi ve
sehir icme suyu kullanildi. Siganlarin yemleri, ¢aligmadan 12 saat dncesinde kesildi
ancak bu donemde su igmelerine izin verildi. Tiim siganlarin bakimlari; Tibbi
Aragtirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bigimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim
Prensipleri'ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanip
Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayinlanan (NIH basim no. 85-23, 1985 revize
edildi) ‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi i¢in Kilavuz'a uygun olarak
yapildi. Calisma protokolii ve deneysel ydéntem Siileyman Demirel Universitesi Etik

Kurulu tarafindan onaylandi (17.02.2009 tarih ve 01/08 sayil1 Etik Kurul karar1).
Deney modeli

Sicanlar, esit sayida (n=8) ve rastgele olarak dort gruba ayrildi. Sham
grubunda, laparotomi ve infrarenal abdominal aorta (IAA) diseksiyonu yapildi, ancak

IAA okliizyonu yapilmadi. (RESIM-2)

. - 7
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Resim 2. Sham grubunda yer alan rat fotografi. Batin acildi. Ancak IR uygulanmadi.

Kontrol + O3 grubunda, sham grubundaki islemlere ek olarak herhangi bir
girisim yapilmadi. Ancak islem oncesi 1 mg/kg/glin dozunda 10 giinliikk O;
uygulamasi gergeklestirildi.
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Aortik IR grubunda, IAA klemplenerek 60 dakika iskemi ve klemp
kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon uygulandi.(RESIM-3)

Resim 3. Aortik IR ve Aortik IR+ O; gruplarinda uygulanan aortik kros klemp

Aortik IR + O; grubunda, IAA klemplenerek 60 dakika iskemi, klemp
kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Kontrol grubuyla ayni sekilde 1
mg/kg/giin dozunda 10 giinliikk O3 uygulamasi gerceklestirildi.

Aortik iskemi-reperfiizyon

Tim ratlara intramuskuler enjeksiyonla 100 mg/kg dozda ketamine
hydrochloride (ketalar flakon®, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) verilerek anestezi saglandi
ve bir 1sitma lambasi altinda supin pozisyon verildi. Cilt aseptik olarak hazirland1 ve
orta hattan laparotomi yapildi. Sivi dengesini korumak amaciyla, 10 ml ilik serum
fizyolojik peritoneal bosluga verildi. Barsaklar 1slak gaz ile sola ¢ekilerek abdominal
aortaya ulasildi. IAA’ya travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp (vascu-statts II,
midi straight 1001-532; Scanlan Int, St. Paul, MN, USA) konuldu. Is1 ve siv1 kaybini
en az miktara indirmek i¢in batin insizyonu kapali tutuldu. 60 dakika okliizyon
sonrasi batin tekrar agilarak IAA’daki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 60 dakika
repefiizyon uygulandi. Aortik klempleme ve reperflizyon islemi, klempleme islemi

sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla ve reperfiizyon ise klempin
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kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle degerlendirildi.

Boylece no-reflow fenomeni ekarte edildi.

Reperfiizyon siiresinin sonunda tiim ratlarda biyokimyasal analiz icin sag
ventrikiilden kan oOrnekleri alindi. Tiim ratlar anestezi altinda iken dekapitasyon
yontemi ile oldiiriildii ve myokardiyal 6rnekler hazirlanarak ileriki biyokimyasal ve
histolojik inceleme i¢in ayrildi. Miyokard doku 6rneklerinin bir kismi biyokimyasal
inceleme yapilincaya kadar -80 °C'de saklandi. Histopatolojik doku ornekleri ise

degerlendirme yapilincaya kadar %10'luk formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi.
Biyokimyasal Inceleme

Rat myokard doku orneklerinde; MDA, SOD, KAT ve MPO aktivitesi
Olculdii.

Rat serum 6rneklerinde; tumor necrosis factor-alfa, IL-6 ve Troponin I diizeyi

Olcildii.
Histopatolojik Inceleme

Myokardiyal hasar semikantitatif skorlama sistemi ile degerlendirildi. Bu
skorlama sistemi myokardiyal disorganizasyon, myofibriler 6dem ve myofibriler
eozinofili temel alir ve degisiklikleri 0-3 arasinda derecelendirir. 0, degisiklik yok;
1+, fokal, hafif degisiklikler, 2+, multifokal orta derece degisiklikler, 3+yaygin
belirgin degisiklikler (48).

Biyokimyasal islemler

Eksi 80 °C'de saklanmis olan sican doku ornekleri oda sicakligina getirilerek
serum fizyolojik ile yikandi. Daha sonra %10'luk homojenat elde etmek icin, %0.05
sodyum azid iceren 100 mmol/L soguk fosfat tamponu (PH=7.4) icinde homojenize
edildi (Ultra-Turrax T25, Janke and Kungel GmbH & Co., KG Staufen, Almanya).
Bu homojenatlara 30 saniye siire ile ultrason dalgast uygulandi (Sonoplus UW 2070,
Bandelin Electronic, Berlin Almanya) ve ardindan siipernatan elde etmek igin
santrifiij edildi (5000 g'de 10 dakika). Siipernatanlar biyokimyasal incelemeler igin
kullanilincaya kadar —800 °C'de saklandi. Siipernatanin protein igerigi Lowry
yontemi ile saptandi (49). Rat myokard doku orneklerinde; MDA, SOD, KAT ve
MPO aktivitesi olgiildii.
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Rat serum 6rneklerinde; TNF-alfa, IL-1 ve IL-6, Troponin-I diizeyi 6l¢iildii.
Malondialdehid 6l¢iimii

LPO son iirlinii olan MDA diizeyleri, Draper ve Hadley'in ¢ift 1sitma yontemi
ile belirlendi (50). Bu yontemde, MDA ile thiobarbitlirik asit reaksiyonunun
meydana getirdigi renk olusumu spektrofotometrik Olgiimle degerlendirilir. Bu
amacla, 100 gr/lI'lik trikloroasetik asit soliisyonundan 2.5 ml, her santrifiij tiiplinde
0.5 ml seruma (siipernatan) eklenerek 15 dakika siireyle kaynayan su banyosuna tabi
tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulan tiipler 1000 g hizda 10 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen materyalin 2 ml'si, 6.7 g/lI'lik thiobarbitiirik
soliisyonunun 1 ml'sine eklenerek 15 dakika kaynayan su banyosunda tutuldu. Bu
solisyon musluk suyunda sogutulduktan sonra absorbanst 532 nm'lik
spektrofotometre ile (Shimadzu UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japonya) o6l¢iildii.
MDA diizeyi, MDA-thiobarbitiirik asit kompleksinin emilim katsayist (emilim
katsayis1 e: 1.56x10 cm-1. M-1) ile hesaplandi ve sonug¢ proteinin miligramindaki

nanomol olarak ifade edildi.
Stiperoksit dismutaz 6l¢iimii

SOD aktivitesi, Spitz ve Oberley (51) ve Woolliams ve ark.na (52) ait
yontemler kullanilarak o6l¢iildii. SOD aktivitesinin tayini, 2-(4-iodofenol)- 3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazoliumklorid ile reaksiyona girerek kirmizi bir formazan boya
olusturan SOR iireten ksantin oksidaz reaksiyonu temel alinarak yapildi. SOD
aktivitesi bu reaksiyonunun inhibisyon derecesi olarak belirlendi. Sonuglar

tinite/miligram (U/mgr) protein olarak ifade edildi.
Katalaz aktivite Ol¢limii

KAT aktivitesi Aebi (53) yoOntemine gore Olgiildii. Bu yontem, H,O;
pargalanma hizinin hiz sabitinin (s-1, k) belirlenmesi esasina dayanir. Hiz sabiti,
k=(2.3/At)(a/b) log (A1/A2) formiilii kullanilarak hesaplandi. Formiilde A1 0. saniye,
A2 15. saniye absorbans degerlerini; a diliisyon faktoriinli, b siipernatan protein

icerigini gdstermektedir. Sonuglar k/mg protein olarak ifade edildi.
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Miyeloproksidaz aktivite dlgiimii

Dokuda PMNL birikiminin hassas bir gostergesi olan MPO aktivitesi,
MPO'un katalize ettigi H,O, bagiml tetrametylbenzidine oksidasyonu kullanilarak
saptandt  (54). Miyokard Ornekleri 1 gr olarak tartildt  ve %0.5
hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, ABD
ile 9 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH=6) igine konuldu. Ornekler buz
banyosu igerisinde 20 saniye siire ile homojenize edildi (Ultra-Turrax T25, Janke and
Kungel GmbH & Co., KG Staufen, Almanya). Bu homojenatlara 30 saniye siire ile
ultrason dalgas1 uygulandi (Sonoplus UW 2070, Bandelin Electronic, Berlin
Almanya) ve ardindan 40 °C'de, 1200 g hizla, 15 dakika siire ile santrifiij edildi.
MPO aktivitesi 460 nm'de absorbansda olusan degisiklik Olgiilerek saptandi.
Kullanilan tampon igeriginde, 50 mM potasyum fosfat, pH 6.0 (50 ml), 0.38 ml H,O,
(%0.3 soliisyon; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, ABD) ve 8.34 mg 0-dianisidine
hydrochloride (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, ABD) vardi. Siipernatan 1:80
(stipernatan: tampon) oraninda karsilagtirildi. MPO birimi AA/min/g doku olarak
ifade edildi.

Histopatolojik inceleme

Sican miyokard doku oOrnekleri ayri1 ayr1 formalin soliisyonunda tespit
edilerek, rutin takip islemleri sonrasi parafine gomiilerek bloklandi. Bes
mikrometrelik kesitler yapilarak hematoksilen-eozin boyasiyla boyandi ve 1s1k
mikroskopu ile incelendi. Tiim oOrnekler deney gruplarindan habersiz olan ayni
patolog tarafindan degerlendirildi. Miyokard hasari; kesitlerde saptanan
semikantitatif skorlama sistemi ile degerlendirildi. Bu skorlama sistemi myokardiyal
disorganizasyon, myofibriler 6dem ve myofibriler eozinofili temel alir ve
degisiklikleri 0-3 arasinda derecelendirir. 0, degisiklik yok; 1+, fokal, hafif
degisiklikler, 2+, multifokal orta derece degisiklikler, 3+, yaygin belirgin
degisiklikler olarak siniflandirildi (48).

3.1. istatistiksel Yontem

Deneyden elde edilen veriler bilgisayar ortaminda istatistik yazilim programi

(SPSS for Windows v.16.0, SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanilarak analiz
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edildi. Veriler ilk olarak normal dagilim yoniinden degerlendirildi. Normal dagilima
uyan verilerde ¢oklu gruplar tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve bunu
takiben Tukey’s post-hoc parametrik testleri ile, ikiserli gruplar Student-t testi ile
karsilagtirildi. Normal dagilima uymayan veriler ve kalpte tespit edilen histopatolojik
hasar ise ¢oklu gruplarda Kruskal Wallis testi, herbir grubun kontrol grubu ile ikiserli
olarak karsilagtirllmasinda Mann-Whitney U testi ile non-parametrik yontemlerle

degerlendirildi. P<0.05 degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular:

Calismamizda; tiim gruplara ait sican miyokard ve serum orneklerinde MDA,

SOD, Katalaz, MPO, IL-6, TNF sonug¢lar1 gosterilmistir (TABLO-2).

Tablo 2. Gruplarin biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Gruplar N Minimum | Maximum | Mean Standart
Sapma
SOD 8 235,00 492,65 374,0525 | 92,79491
Katalaz 8 40,23 44,97 42,7825 1,48043
MPO 8 4,52 12,00 8,7075 2,78471
MDA 8 ,06 ,20 ,1200 ,05071
Sham IL6 8 78 4,82 2,0725 1,41073
TNF 8 14 1,51 ,9600 ,43651
SOD 8 287,74 679,39 |414,5500 | 125,02634
Katalaz 8 26,25 54,20 42,0363 9,06262
MPO 8 3,82 31,33 9,1663 9,04238
MDA 8 ,05 ,26 ,1475 ,06042
Kontrol IL6 8 41 3,44 2,1263 1,03631
TNF 8 1,33 2,48 1,9300 ,43710
SOD 8 497,21 612,60 |538,6600| 36,19790
Katalaz 8 39,80 65,70 54,0313 9,16983
MPO 8 5,48 52,17 13,2350 | 15,94387
MDA 8 ,08 24 ,1650 ,05318
IR IL6 8 ,44 5,70 2,8875 1,65423
TNF 8 1,29 3,15 2,1550 ,77183
SOD 8 100,10 512,66 |278,6837 | 148,43510
Katalaz 8 11,92 52,05 35,8875 | 12,54196
MPO 8 3,39 10,79 7,0475 2,96374
MDA 8 ,07 ,35 ,2050 11377
IR+Ozon IL6 8 57 4,35 2,6675 1,22229
TNF 8 1,32 4,28 2,2488 97313
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Grafik 4. MDA degerleri agisindan gruplarin karsilastiriimasi
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Tablo 3. Sham ve Kontrol gruplarmin biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar min max mean Standart sapma p
SO0 ommol | 2877 | 6793 41455 252
Katliz | goiol | 3625 | S420 | 4203 Y I—
MPO | ool | 3% | 3133 9 soa |
MDA o 03 26| 14 o6 d
L6 ol | 41 34 202 IR
N ool | 133 2as 19 i 002

Sham ile Kontrol gruplar karsilastirildiginda; SOD, Katalaz, MPO, MDA, IL-6 degerleri acisindan istatistiksel
anlamli fark bulunmadi,( P>0.05). Ancak Kontrol grubunda TNF degerlerinde (1.93 + 0.43), Sham grubuna (0.96
+ (0.43) gore istatistiksel anlamli artis saptandi (p=0.002),(TABLO-3).
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Tablo 4. Sham ve IR gruplarmin biyokimyasal degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplar min max mean Standart p
sapma

SO0 U™ hora eine | smes | et | O
Ktz | R S0k es70 | sk | od6 | 08
MPO R Sas soin 3oy ses | MO0
MDA | UR™ e e e |08 102
W6 R s as | ves
N R i s as 005

Sham ile IR gruplart karsilastirildiginda; MPO, MDA, IL-6 degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark
bulunmadi, (P>0.05). Ancak IR grubunda Katalaz (54.03 £ 9.16) ve SOD degerlerinde (538.66 + 36.19), sham
grubuna (42.78 + 1.48) ve (374.05 £ 92.79) gore anlamli artis saptandi, (p=0.036) , (p=0.001). IR grubunda TNF
degerlerinde (2.15 £+ 0.77), Sham grubuna(0.96 + 0.43) gore istatistiksel anlamli artig saptandi (p=0.005),

(TABLO-4).

Tablo 5. Sham ve IR-Ozon gruplarinin biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar min max mean Standart p
sapma

SO0 gen 1001 St2g  mwes | awas A7
Ktz [ Guon | 1192 | 5205 | 3w | iasa | 0%
MPO i Guen | 330 079 o4 | 296
MDA | iRbpen 07 | 3 | 20 i 141
L6 omn 51| 435 266 12 345
™ Rogn i3 das  aa o 002

Sham ile IR-Ozon gruplarn karsilastirildiginda; SOD, Katalaz, MPO, MDA, IL-6 degerleri agisindan istatistiksel
anlamli fark bulunmadi, (P>0.05). Ancak IR-Ozon grubunda TNF degerlerinde (2.24 + 0.97), Sham grubuna

(1.93 £ 0.43) gore istatistiksel anlamli artig saptandi (p=0.002), (TABLO-5).
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Gruplar min max mean Standart p
sapma

sop | Kool [T ems e 1R
e | Kol 2630 s o se
Mpo SR ﬁf‘é géﬁ 19§,1263 195?;4 A5
MDA SR e aa e s 527
6 R s am | res 49
A 0 N X 839

Kontrol ile IR gruplar karsilastirildiginda; MPO, MDA, IL-6, TNF degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark
bulunmadi, (P>0.05). Ancak IR grubunda, SOD degerlerinde (538.66 + 36.19) ve Katalaz degerlerinde (54.03 +
9.16), Kontrol grubuna (414.55 + 125.02) ve (42.03 £ 9.06) gore istatistiksel anlamli artis saptandi

(p=0.016),(p=0.04), (TABLO-6).

Tablo 7. Kontrol ve IR gruplarinin biyokimyasal degerlerinin karsilagtirilmasi

Gruplar min max mean Standart p
sapma

SOD | rtzon | 1001 | S12is | amwes | lasar | O
Katalz o T | 5205 188 | 13ss 294
MPO | men 339 079 | 704 | 296 | 1S
MDA | ltuen | 07 33 a0 i 34
ne | feml 4 Se 20 g
I ¥ N I TN 7

Kontrol ve IR-Ozon gruplari karsilastirildiginda; SOD, Katalaz, MPO,
istatistiksel anlamli fark bulunmadi, ( P>0.05). (TABLO-7)

MDA, IL-6, TNF degerleri agisindan
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Tablo 8. IR ve IR-Ozon gruplarinin biyokimyasal degerlerinin karsilastiriimasi.

Gruplar min max mean Standart p
sapma

SOD iomon 1001 S126 amses | uasas 02
Katalaz IR-Igzon ??:gg g;:g(s) ;233 192”1564 006
MPO IR-I(g{zon g:gg ?3:;; 1732’0243 125,;9: ,208
MbA IR-I(g{zon :83 ?51 38 (1)? 528
tLe IR-I(g{zon :247‘ 451;(5) ;22 igg 793
INE IR—Igzon }:gg 431:;2 52;451 :g; ,834

IR ve IR-Ozon gruplar karsilastirildiginda; MPO, MDA, IL-6, TNF degerleri agisindan istatistiksel anlamlt fark
bulunmadi, (P>0.05). Ancak IR-Ozon grubunda SOD (278.68 + 148.43) ve Katalaz (35.88 £ 12.54) degerlerinde,
IR grubuna gore (538.66 + 36.19) ve (54.03 + 9.16) istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p=0.002),
(p=0.006), (TABLO-8).

Gruplara gore Troponin-I ortalama ve standart sapma degerleri

Tablo 9. Gruplarin Troponin-I degerleri

Standart Gruplar arasi
Gruplar Min. | Max. | Mean Sapma anlamh fark (P
p <0.05)
Sham(Grup 1) 0.72 | 0.84 | 0,7813 | 0,04704 1-2,1-3, 1-4
Kontrol(Grup 2) 0.79 | 091 | 08450 | 0,04690 2-3,2-4
IR (Grup3) 202 | 259 | 2,3138 | 0,20486 3-4
IR-Ozon(Grup4) 1.04 | 1.52 | 1,2775 | 0,16654

Troponin-I mean degerlerine bakildiginda IR Grubunun (2,31) ile en yiiksek
ortalamaya sahip oldugu anlasilmaktadir. IR+Ozon Grubunun (1,28), Kontrol
grubunun (0,85) ve Sham grubunun ortalamasinin (0,78) oldugu goriilmektedir.
Gruplar, Troponin-I acisindan degerlendirildiginde; Sham grubundaki degerler
Kontrol, IR ve IR-Ozon gruplarina gore istatistiksel anlamli diisiik bulundu,
(p<0.05). Kontrol grubu, IR ve IR-Ozon gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel
anlamli dugiiklik bulundu, (p<0.05). IR-Ozon grubuyla IR grubu Troponin-I
degerleri acgisindan karsilastirildiginda istatistiksel anlamli disiiklik bulundu

(p<0.05), (TABLO-9).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik inceleme sonucuyla belirlenen skorlama sistemiyle elde edilen

bulgular asagida belirtilmistir, (TABLO-10).

Tablo 10. Gruplara gore histopatolojik degerlendirmeyle belirlenen sonuglar.

Gruplar arsi
Standart anlamh fark
Grup Minimum | Maximum | mean Sapma p<0.05
Sham GRUP-1 ,00 1,00| ,5000 ,5345211-2 1-3 1-4
Kontrol |GRUP-2 1,00 2,00 1,3750 ,51755 2-3
IR GRUP-3 1,00 3,00 2,0000 ,53452
IR-Ozone | GRUP-4 1,00 2,00 1,6250 ,51755

Gruplarin ortalama degerlerine bakildiginda; IR grubunun (2,00) ile en
ylksek ortalamaya sahip oldugu anlasilmaktadir. IR-Ozone grubunun ortalamasi
(1,63), Kontrol grubunun ortalamasi (1,38) ve Sham grubunun ortalamasinin (0,50)

oldugu goriilmektedir, (TABLO-10).

Histopatolojik degerlendirme sonucunda, Sham grubuyla (0.5 £+ 0.5), Kontrol
grubu (1.37+ 0.51) karsilastirildiginda istatistiksel azalma oldugu bulundu (P=0,01),
(TABLO-10).

Sonuglara gore sham grubunda kontrol grubuna oranla daha az hasarlanma

oldugu goriilmektedir, (RESIM-4).
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Resim 4. Sham grubu myokard histopatoloji 6rnegi, histolojik grade “0”, HEx100

Histopatolojik degerlendirme sonucunda , Sham grubunda (0.5 + 0.5), IR (2 £
0.53) grubuna gore istatistiksel anlamli azalma oldugu bulundu (P=0,01), (TABLO-
10).

Histopatolojik degerlendirme sonucunda, Sham grubunda (0.5+0.5), IR-
Ozone (1.62+0.51) grubuna gore istatistiksel anlamli azalma oldugu bulundu

(p=0,03), (TABLO-10).

Histopatolojik degerlendirme sonucunda, Kontrol grubunda (1.37+ 0.51), IR
grubuna (2 £ 0.53) gore istatistiksel anlamli azalma oldugu anlasilmaktadir

(P=0,036), (TABLO-10).

Sonuglara gore IR grubunda Kontrol grubuna oranla daha fazla hasarlanma

meydana geldigi goriilmektedir, (RESIM-5), (RESIM-6).
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Resim 5. Kontrol grubu myokard histopatoloji 6rnegi, multifokal ve orta dereceli myokardial
disorganizasyon, miyofibrillerde sisme ve eozinofili bulgulari, histolojik grade “2”, HEx100

Resim 6. Aortik IR grubu myokard 6rnegi, belirgin ve yaygin myokardial disorganizasyon,
miyofibrillerde sisme ve eozinofili, histolojik grade “3”, HEx100
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Histopatolojik degerlendirme sonucunda, Kontrol (1.37+ 0.51) ve IR-Ozone
(1.62+ 0.51) gruplan arasinda istatistiksel anlaml farklilik olmadig1 anlagilmaktadir.
(p=0,333). (TABLO-10) (RESIM-6)

Histopatolojik degerlendirme sonucunda, IR-Ozone (1.62+ 0.51) grubunda
IR(2 £ 0.53) grubuna gore daha az hasarlanma goriilmesine ragmen iki grup arasinda
istatistiksel anlamli farkl olmadigr anlasilmaktadir (p=0,175), (TABLO-10),
(RESIM-6), (RESIM-7).

Resim 7. Aortik IR+Ozone grubu myokard histopatoloji 6rnegi, fokal ve hafif dereceli
myokardial disorganizasyon, miyofibrillerde sisme ve eozinofili bulgulari, histolojik grade
“1”, HEx100
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5. TARTISMA

Bu ¢alismanin sonuglar1 Os’un si¢anlarda aortik IR’nin indiikledigi miyokard
hasari lizerine koruyucu etkileri oldugunu gosterdi. Bu hipotezi destekleyen ii¢ temel
bulgu; O3 doku SOD ve katalaz degerlerinde anlamli azalma sagladi, kan Troponin-I
diizeylerinde anlamli azalma saglandi,ayrica aortik IR’nin indiikledigi miyokard
hasar1 ile iligkili histopatolojik degisiklikler istatistiksel anlamli saptanmamakla

beraber azalma saptandi.

Aortik IR hasar1 olusumunda, SOR’nin olusumu 6nemli bir yer tutar (55).
Doku O; diizeyinin reperflizyon sonucunda tekrar saglanmasi ve molekiiler O,’nin
hiicre igerisinde oksidatif enzimler tarafindan indirgenmesi artmis SOR’nin ortaya
¢ikmast ile sonuglanir. Siiperoksit radikali, normal hiicre metabolizmasinda membran
elektron transportu sirasinda olusan bir ara iiriindiir (56). Iskemik kosullarda ise,
hipoksantin ve ksantin katabolizmasi sirasinda ksantin oksidaz katalizorliiglinde bir

reaksiyon ile olusur.

SOR’ye kars1t savunma ve en dnemli hiicre i¢i antioksidan enzim sistemleri

SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdir.

SOR aracihigi ile olusan IR hasar1 LPO ile de iliskilidir (57).SOR leri DNA ve
protein diizeyinde zararli etki goOstermemekte, aymi zamanda fosfolipid ve
poliansature yag asitlerini igeren hiicre membraninda gecirgenligi bozarak, hiicre ici
kalsiyum birikimi ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (57,58).Bundan dolayi, hiicre
membranmin LPO u IR hasarmin énemli bir basamagidir ve MDA, LPO nun son

irlinli ve hassas bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (50,59).

Lokositlerde lokalize bir enzim olan MPO, deneysel ¢aligmalarda uzak organ
olarak pek c¢ok dokuda oldugu gibi miyokard IR hasarinda da nétrofil

infiltrasyonunun gostergesi olarak kullanilmaktadir (60,61).

Aortik IR grubunda MDA ve MPO degerleri sham ve kontrol gruplarina
oranla artmasina ragmen istatistiksel anlamli artis bulunmadi. Toklu ve ark. (68)
deneysel oksidatif organ hasarinda nétrofil infiltrasyonunun inhibisyonu ile bobrek
MPO seviyelerinde anlamli azalma bildirmiglerdir. Uysal ve ark. (69) alt extremite

IR modelinde melatoninin akciger hasar1 iizerine etkisini belitflemek amaciyla
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yaptiklar1 ¢alismada Aortik IR grubunda kanda ve dokuda MDA nin yiikseldigini
saptamislardir. Ates E. ve ark. (70) rat bobregine eritropoetinin etkisini arastirdiklar
caligmalarinda IR uygulanan grupta MDA diizeylerinde artis saptamislardir. Chen H.
ve ark. Os‘un aortik IR hasarina uzak organ bobrek etkisini arastiran iki ayri
calismasinda Aortik IR grubunda MDA diizeylerinin artmis oldugunu gostermislerdir
(71,72). Kayali ve ark.(73) ise b -glukan ile yaptiklar1 deneysel spinal kord hasarinda
doku MDA diizeylerinde anlaml1 degisiklik saptamamislar ve bunu iskemi siiresi ile

iligki olarak bildirmiglerdir.

Calismamizda Aortik IR+ O3 grubunda Aortik IR grubuna gére MDA ve
MPO diizeyleri azalmis olarak saptanmasina ragmen istatistiksel anlamli fark
bulunmadi. Benzer sekilde Chen H ve ark. Os; ile onkosullanma gerceklestirilen
ratlarda ,renal IR hasarina etkisinin arastirildigi ¢alismalarinda MDA diizeylerinin IR
uygulanan grupta istatistiksel anlamli azalma saptanmadigini belirtmislerdir (72).
Ozakyol AH. ve ark.’nin (74) ratlarda karaciger IR hasarina L-nitro-arginine-methyl-
ester (L-NAME)’in etkisini arastirdiklar1 ¢alismanin sonucunda L-NAME verilen
grupta karaciger dokusunda MDA’nm anlamli azalmadigi ancak IR hasarmin
histopatolojik olarak geriledigi goriilmiistiir. Bununla ilgili olarak verilen ilacin
olusan IR hasarin1 lipid peroksidasyonundan bagimsiz olarak azaltabilecegini

bildirmislerdir.

Kapan ve ark.(75) yaptiklar1 deneysel aortik IR modelinde renal doku SOD
diizeylerinin kontrol grubuna gore IR grubunda anlamli diizeyde yiikseldigini

bildirmislerdir.

Mun ve ark. (76) da deneysel bobrek IR modelinde doku SOD ve katalaz
diizeylerinin yiikseldigini bildirmislerdir. Mezzetti A. ve ark. (77) kardiopulmoner
bypass sirasinda kanda KAT ve antioksidan enzim aktivitelerini aragtirmislar, IR
sonrasinda KAT ve diger antioksidan enzim aktivitelerinde artis bulmuslardir.Ayrica
bu artisin iskemik arrestin siiresi ile iligkili oldugunu ve reperfiizyonla serbest radikal
tiretiminin 6nceki iskemik peryodun siddetine bagimli oldugunu saptamislardir. Kiris
ve ark. (78) IR modelinde renal hasari arastirdiklari calismalarinda IR hasar
gostergesi olarak KAT aktivitesini incelemisler ve AIR grubunda kontrol grubuna

gore KAT aktivitesinin anlamli olarak arttigin1 saptamislardir. Bu bulgularla uyumlu
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olarak ¢alismamizda aortik IR grubunda miyokard doku SOD ve katalaz diizeyleri

kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda anlaml diizeyde yiiksek bulundu.

Bununla birlikte, aortik IR + O3 grubunda doku SOD ve katalaz seviyelerinin
aortik IR grubuna gore anlamli azaldigi saptandi. Dimakakos PB.ve ark.(79)
deneysel modelde abdominal aortada okliizyon olusturup IR sonrasi intestinal
organlarda hasara karsi vitamin E’nin koruyucu etkisini arastirmiglardir. E vitamini
etkisini belirlemek i¢in kanda SOD aktivitesine bakilmis ve E vitamini verilen grupta
SOD aktivitesinde azalma oldugu saptanarak vitamin E nin postiskemik hasara kars1
korudugunu belirtmislerdir. Ege E ve ark.(80) deneysel tavsan spinal kord IR
hasarma erdosteinin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada IR grubunda, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, SOD aktivitesinde anlamli artma, erdostein verilen grupta SOD
enzim aktivitesinde anlamli azalma saptamislardir. Erten SF. ve ark. (81) deneysel
spinal kord iskemi reperfiizyon hasarina melatonin etkisini arastirmak i¢in KAT
degerlerine bakmislar melatonin verilmesi ile IR uygulanan grupla yalnizca IR
uygulanan gruba oranla KAT degerlerinde anlamli azalma saptamislardir.Leon OS
ve ark (62) yaptiklari ¢alismada Kontrollii O3 verilmesinin oksidatif 6nkosullanmaya
veya oksidatif strese adaptasyonu saglayarak SOR ile indiiklenen hasari
azaltabilecegini gostermistir. Re L ve ark. (60) diisiik dozlarda Os iin endojen
antioksidan sistemlerin korunmasit ve aktive edilmesini saglayarak oksidatif
Onkosullanmay1 saglayabilecegi gosterilmistir. O; ile oksidatif Onkosullanma
yapilmasi, orta dereceli oksidatif stres yaratarak karaciger hasarina karsi endojen
antioksidan sistemleri uyarabilir (62). Ajamieh ve ark ratlarda yapilan hepatik IR
modelinde O3 oksidatif dnkosullanma ile saglanan koruyucu mekanizmalarin protein
sentezi ile saglandig1 ve Oj; tedavisinin bu yolla mitokondriyal fonksiyonlari ve
hiicresel redoks dengesini korudugu belirlendi Ayrica karaciger dokusunda IR
grubunda sham ve kontrol gruplarina gére SOD ve Katalaz degerlerinde anlamli

diisiis saptand1 (64).

Benzer sekilde Chen H. ve ark.(72) siganlarda yaptiklari deneysel renal IR
hasarinda Ojs ile yapilan 6nkosullanma sonucunda, SOD diizeylerini anlamli dlgiide
azalttigimi bildirmislerdir. Bu noktada; IR sirasinda SOR’nin asir1 iiretiminin endojen
antioksidan seviyelerine paralel olarak tiiketime neden olabilecegi bildirilmistir.

Ayrica IR hasari sirasinda antioksidan enzim seviyelerinin; IR hasarmin yayginhg,
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iskemi ve reperflizyonun ayr1 ayri siirelerine ve spesifik doku antioksidan
kapasitesine bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu bulgular Os‘un antioksidan 6zelligi
ile aortik IR’nin indiikledigi oksidatif stresi anlamli dlciide azalttigim

desteklemektedir.

Calismamizda sham ve kontrol gruplart Kkarsilastirildiginda TNF-alfa
degerlerinde kontrol grubunda anlamli artis saptanmistir.Kontrol grubunda yapilan
cerrahi girisimin sham grubuna oranla diger ¢alismalarda da belirtilen inflamasyon

gostergesi olan TNF-alfa diizeyinde anlamli artisa neden oldugu gosterilmistir (82).

Lokositlerin - reperfiizyon zedelenmesinde olusan etkilerini artiran bir
mediator olan TNF-alfa, 16kositlerin endotele yapismasi ve prostoglandin ve PAF
gibi bazi mediatorler araciligryla myokard iskemi ve reperfiizyon hasarin artmasina
neden olurlar. Bu etkiler Squadrito ve ark. yaptig1 IR nun miyokard hasarina etkisi

deneysel calismasi sonucunda TNF-alfa diizeyindeki artisla gosterilmistir (182).

Yine Li ve ark. yaptig1 deneysel calismada lokal TNF-alfa uygulamasiyla
16kosit adezyonu baslamis, sonrasinda sitokinlerin salinimi ve miyokard nekroz

alaninda artma saptanmistir (83).

Bizim ¢aligmamizda da benzer sekilde Aortik IR grubunda TNF-alfa
diizeyleri kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel anlamli yiiksek olarak

bulunmustur.

Calismamizda sham grubuyla, Aortik IR+O; gruplart karsilastirildiginda
MPO, MDA, IL-6 degerleri acisindan anlamli fark saptanmadi. Ancak Sham
grubunda TNF-alfa diizeyleri Aortik IR +O; grubuna oranla anlamli diisiik
saptandi.Aoki ve ark benzer sekilde deney modelinde antioksidan 6zellikleri bilinen
NaNO; yi karotis hasar1 olusturduklar1 kedilere verdikleri halde TNF diizeylerinin

tedavi grubunda, sham grubuna oranla yiiksek oldugunu belirlemislerdir (84).

Calismamizda kan Troponin-I testinde Aortik IR + O3 grubunda Aortik IR
grubuna gore istatistiksel anlamli azalma bulundu.Troponin-I kardiyak
hasarlanmanin bilinen bir gostergesidir. Eckle T. ve ark yaptiklart g¢alismada
deneysel fare modelinde miyokardda uygulanan iskemik Onkosullanmanin,
Troponin-I degerlerinde IR grubuna gore istatistiksel azalma sagladigim

saptamislardir (85).
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Merin O ve ark. yaptiklar1 calismada izole rat kalpleri asendan aort
kaniilasyonu araciligi ile Krebs-Hanseleit tampon soliisyonu ile perfiize edilmisler ve
15 dakika sonra perfiizyon sonlandirilarak 30 dakika boyunca global iskemi
saglanmis ve ardindan perfiizyon tekrar baslanarak 40 dakika boyunca devam
edilmistir. Bazal hemodinamik parametreler iskemi Oncesinde ve reperfiizyon
basladiktan sonra her 10 dakikada bir alinmistir. Reperfiizyon esnasinda Os ile tedavi
edilen grup kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Tedavi grubunda, reperfiizyondan 5
dakika sonra Oj; distile su icerisinde kollardan verilmistir. Calisma sonrasinda
reperfiizyon esnasinda O; ile tedavi edilen grupta iyilesmenin daha iyi oldugu

bildirilmistir (67).

Calismamizda yapilan histopatolojik inceleme sonucunda Aortik IR+ O3
grubunda Aortik IR grubuna goére daha az hasarlanma goriilmesine ragmen

istatistiksel anlamli azalma bulunmad:.

Giiniimiizde diisiik doz Os ile antioksidan enzimlerin, NO yolunun ve diger
hiicresel aktivitelerin diizenlenebilecegi kanitlanmistir ve bir¢ok patolojik durumda
O3 iin etkilerini desteklemektedir (60) Ajamieh ve ark. Os iin karacigeri endojen NO
konsantrasyonunu diizenleyen mekanizmalar araciligiyla korudugunu gostermislerdir
(64).Bizim c¢alismamizda NO degeri calisilmamis olmasina ragmen daha onceki
caligmalarda O3 un etki mekanizmasi iginde yeraldig1 gdsterilmis olan NO sayesinde
meydana gelen etkileri gormekteyiz.Artmig NO etkisiyle meydana gelen
vazodilatasyon sonucunda miyokardda kanlanma artis1 sonucunda Aortik IR+ O
grubunda Troponin-I degerlerinin Aortik IR grubuna gore anlamli diisiik saptandigi
diistiniilmiistiir. Ayrica miyokard perfiizyonunun NO artis1 nedeniyle kan akimindaki
artisa bagl olarak daha iyi saglandigi; bunun sonucunda Aortik IR+ O3 grubunda
Aortik IR grubuna gore histopatolojik olarak daha az hasarlanma meydana geldigi

distinilmiistir.

Sonug olarak, calismamizda Os‘un deneysel infrarenal aortik IR modelinde
olusan miyokard hasarin1 azalttigi, istatistiksel anlamli olmamakla beraber
histopatolojik olarak gosterildi. Doku SOD, KAT diizeylerinde ve kanda Troponin-I
diizeylerinde IR grubuna gore O; + IR grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma

saptandi. Yine de, O; un bu konudaki etki mekanizmasinin ve hemodinamik
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etkilerinin; ozellikle NO ile yapilacak calismalarla ayrintili olarak tanimlanmasi i¢in
farkli deneysel ¢alismalara gereksinim vardir. Bu deneysel ¢alismalarin sonucunda,
IAA cerrahisinde Os; un gelisen miyokard hasarma etkisinin klinik olarak da

arastirilabilecegi diisiincesindeyiz.
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OZET

Aortik iskemi Reperfiizyon Modelinde Ozon Tedavisinin Uzak Organ
Miyokard Hasar1 Uzerine Etkisi

Amag: Bu calismanin amaci, rat infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-
reperfiizyon sonrasi miyokardda olusan iskemi-reperflizyon hasarina ozonun etkisini
aragtirmaktir.

Materyal ve Metod: Otuz iki adet Wistar-Albino rat rastgele ve esit sayida
(n=8) olmak iizere dort gruba ayirildi. Sham grubunda laparotomi ve infrarenal
abdominal aorta (IAA) diseksiyonu yapildi ancak okliizyon uygulanmadi. Kontrol
grubunda ratlara 10 gilin siireyle 1 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal o0zon(Os)
verildi. Daha sonra laparotomi ve infrarenal abdominal aorta (IAA) diseksiyonu
yapildi ancak okliizyon uygulanmadi. Aortik iskemi reperfiizyon (AIR) grubunda
IAA diseksiyonu yapildi, IAA’ya kros-klemp konularak 60 dakika iskemi ve kros-
klemp kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon gergeklestirildi. AIR + O; grubunda ise
ratlara 10 giin siireyle 1 mg/kg/glin dozunda intraperitoneal O3 verildi. Daha sonra
IAA’ya kros-klemp konularak 60 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi.
Ratlar sakrifiye edildi ve rat miyokard orneklerinde biyokimyasal yontemlerle
malondialdehit (MDA) diizeyleri, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT)
aktiviteleri dl¢iildii. Rat serumunda TNF ve Troponin-I diizeyleri dl¢iildii. Ek olarak
miyokard dokularinda histopatolojik inceleme yapildi.

Sonuglar: IR grubuna ait SOD, KAT, TNF ve Troponin-I aktivite degerleri
sham grubundaki degerlere gore anlamli derecede yliksek bulundu (p<0,05). IR
grubunda kontrol ve O3 +IR grubuna gore SOD, Katalaz ve Troponin-I degerleri
anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). O; +IR grubu, IR grubuyla
karsilastirildiginda Troponin-I anlamli derecede diisiik saptandi (p<0.05).

Histopatolojik incelemede, miyokardiyal hasar acisindan Kontrol ile IR
gruplan arasinda IR de anlamli yiikseklik saptandi (p<0.05). Kontrol ve O3 +IR
gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05). O3 +IR grubunda histopatolojik
IR ye gore azaldi,ancak bu istatistiksel anlamli bulunmadi.

Tartisma: Bu c¢alismanin sonucunda ozonun infrarenal aortik iskemi-
reperfiizyon sonrasi olusan miyokardiyal hasar1 ve oksidatif stresi ii¢ temel bulguyla
azaltabilecegi gosterilmistir.Bunlar (i) O3 doku SOD ve katalaz degerlerinde anlaml
azalma sagladi, (i) Kan Troponin-I diizeylerinde anlamli azalma saglandi, (iii)
Aortik IR’nin indiikledigi miyokard hasari ile iliskili histopatolojik degisiklikler
istatistiksel anlamli saptanmamakla beraber azalma saptandi.

Anahtar kelimeler: iskemi, Reperfiizyon, Ozon, Miyokard hasar1
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SUMMARY

The Effect of Ozone on Remote Organ Myocardial Injury Caused by
Experimental Ischemia Reperfusion Model

Purpose: The purpose of this study is to examine the effect of ozone on
ischemia reperfusion injury in myocard occuring after occlusion —reperfusion of
infrarenal abdominal aorta in rat.

Material and Method: Thirty two Wistar-Albino rats were randomized in
equal numbers (eight per group) into four groups. Sham group underwent laparotomy
and dissection of the infrarenal abdominal aorta (IAA) without occlusion. The ozon
(O3) was given intraperitoneally for ten days (1mg/kg/day) in Control group. Control
group underwent laparotomy and dissection of the infrarenal abdominal aorta (IAA)
without occlusion. Aortic ischemia reperfusion (AIR) group underwent dissection of
the IAA, and then ischemia and reperfusion were done by clamping of the IAA for
60 min and declamping of the IAA for 60 min, respectively. O; + AIR group
underwent ischemia and reperfusion by clamping of the IAA for 60 min and
declamping of the IAA for 60 min, respectively, and O; was given intraperitoneally
for ten days (Img/kg/day) before procedure. Rats were sacrified and the tissue levels
of malondialdehyde (MDA) and activity levels of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) were measured in rat myocardial specimens. TNF and Troponin-I
levels measured in rat serum. Histopathological examination of the myocardial
specimens was also done.

Results: Tissue levels of SOD, CAT, TNF and Troponin-I in the AIR group
were significantly higher than the levels in the sham group (p<0.05).

Levels of SOD, CAT, and Troponin-I in the AIR group were significantly
higher than the levels in the control and O3 +AIR group (p<0.05). Troponin-I level
higher than AIR group against O3 +AIR group (p<0.05).

Histopathological examination showed that myocardial injury in the AIR
group were significantly higher than in the control group (p<0.05). There was no
statisticaly significant difference between Control and O3 +AIR group (p>0.05).

Altough histopathological injury in the AIR group were higher than in the Os
+AIR group, there was no statisticaly significant differences between two groups.

Discussion: The results of this study indicate that ozone attenuates the
myocardial Injury and oxidative stress occuring after infrarenal aortic ischemia
reperfusion by three factors.These factors are (i) decreases in tissue SOD and KAT
levels, (ii) decreases in Troponin-I levels, (iii)in O3 +AIR group histopathological
injury less then AIR group, but it is not corrected statisticaly

Keyword: Ischemia, Reperfusion, Ozone, Myocardial injury
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