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OZET

Ozonterapi, yaklasik 40 yildr diinya capinda kullanilmaktadir. En O6nemli
endikasyonlar1 arteriyel dolasim bozukluklary, enfeksiyonlar, immiinyetmezlikten
kaynaklanan hastaliklar, kanser hastalarmin ek tedavisi, romatizmal hastaliklardir.
Ozonun molekiiler, fizyolojik ve klinik etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin ise serbest
radikallerin olusturulmasi gerekir.

Calismamizin amaci; medikal tedavide kullanilan oksidan 6zellikli ozonun kan
ile etkilesiminden sonra mevcut olan biyolojik molekiillerde etkisini ve
oksidan/antioksidan maddelerin diizeylerindeki degisimleri aragtirmaktir.

Calismamiza katilan 35 gOniilliinlin  yas ortalamas1  42,37+13,96 idi.
Katilimcilara major ototerapi yapildi ve bu kisilerden tedavi dncesinde ve sonrasinda
antekubital venden kanlar alindi. Alinan 6rnekler hemen santrifiij edilip 2 saat igerisinde
calisildi. Ozonun oksidan etkisi serumda Total Oksidan Durum, Iskemi Modifiye
Albumin, Ileri Oksidan Protein Uriinleri testleri ile antioksidan etkisi ise Total
Antioksidan Durum, Total Tiyol Diizeyleri, Arilesteraz, Paraoksonaz, Stimiile
Paraoksonaz testleri ile degerlendirildi. Serumda oksidatif stresin denge durumu ise OSI
ile analiz edildi. Verilerin istatistik analizleri yapildi ve bulgular p< 0,05 anlamlilik
diizeyinde degerlendirildi.

Tedavi Oncesi oksidan/antioksidan molekiil seviyeleri tedavi sonrasindakiler ile
ile kiyaslandi. Elde edilen sonuglara dayanarak oksidan durum ile ilgili olan TOS ve
IMA testleri istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi (TOS ve IMA sirasiyla igin p
degerleri sirasiyla, 0,019 ve 0,005). Ancak AOPP de ilimh bir artis olsa da bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,533). Antioksidan molekiillerden ise TAS, PON,
SPON, ARES tedavi sonrasinda 6nemli derecede azalig gosterdi (sirasiyla TAS, PON,
SPON ve ARES i¢in p degerleri 0,047; <0.0001, <0.0001; <0.0001). Oksidatif dengenin
belirteci olan OSI ise artis gdsterse de bu artis istatistiksel olarak anlamsizdi.

Calismamizda tedavi sonrasinda numunelerde oksidan molekiiller siddetle
artarken, antioksidanlar da bir o kadar azalmistir. Bu durum ozonla olusan reaktif
oksijen tiirlerinin bir gostergesidir ve ozonun fonksiyon gostermesi i¢in gereklidir.
Oksidanlarin artis1, ise notralizasyon amaciyla plazmada bulunan antioksidanlarin
miktarini diistirmistiir.

Anahtar kelimeler: Ozon tedavisi, Oksidan molekiiller, Antioksidan molekiiller
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ABSTRACT

The ozone therapy is used worldwide for nearly 40 years. The most important
indications for the ozone therapy are the arterial circulatory disorders, infections,
diseases caused by immune deficiency, for additional treatment of patients with cancer,
and rheumatic diseases. Free radicals must be generated to get molecular, physiological

and clinical effects of the ozone therapy.

The aim of this study is to evaluate the oxidant effect of ozone therapy on
biological molecules in blood and the changes in the levels of oxidant/antioxidant after

ozone therapy.

The study involved 35 volunteers, with the mean age of 42.37+13.96. Major
autotherapy is applied to participants and blood samples were taken from the antecubital
vein before and after the treatment. Samples taken were centrifuged immediately and
examined within 2 hours. Oxidant effect of ozone in serum was evaluated by total
oxidant status, ischemia modified albumin and advanced oxidant product of protein,
while antioxidant effect was evaluated by total antioxidant status, total thiol levels,
arylesterase, paraoxonase and stimulated paraoxonase tests. The equilibrium state of
oxidative stress in serum was analysed by OSI. Statistical analysis of data was
performed and results were evaluated at the significance level of %5 (p<0,05).
pretreatment levels of Oxidant/antioxidant molecules were compared with posttreatment

levels.

Based on the results; TOS and IMA tests that are related with oxidant status
showed statistically significant increase (p values for TOS and IMA were 0,019 and
0,005, respectively) On the other hand increase of AOPP wasn't statistically significant
(p value for AOPP was 0,533). Antioxidant status reflected by TAS, PON, SPON,
ARES tests decreased after the treatment (p values for TAS, PON, SPON and ARES
were 0,047; 0,0001; 0,0001 and 0,0001, respectively). Increase of OSI, that is a sign of

oxidant balance wasn't statistically significant.

In our study, oxidant molecules were strongly increased and antioxidants were

decreased in post treatment samples. It is believed that its is an indicator of reactive

\'%



oxygen species formed by ozone and formation of ROS is necessary for ozone activity.
Decreased antioxidants levels might be because of consumption of them in

neutralization of oxidants.

Key words: Ozone-therapy, oxidant molecules, antioxidant molecules
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GIRIS

Ozonterapi ya da daha spesifik olarak major ototerapi (MAH), yaklasik 40 yildir
diinya ¢apmda kullanilmaktadir. Bu terapi hakkinda ilk rapor Wolff tarafindan 1974
yilinda yaymlanmistir (10). Bocei’ye gore ilgisizlik ve dnyargi nedeniyle hakkinda pek

arastirma yapilamamakla beraber, ozonun pek c¢ok hastaligin tedavisinde etkisi

oldugu bilinmektedir (2).

Major otohemoterapinin en Onemli endikasyonlari; arteriyel dolagim
bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik yetersizliginden kaynaklanan hastaliklar, kanser

hastalarinin ek tedavisi, romatizmal hastaliklar ve eklem iltihaplaridir (2).

Ozon tedavisinin Ozellikle inflamatuar siirecin yogun olarak yasandigi ve
immiin sistemin 6n planda yer aldig1 fizyopatolojik durumlarda tedavi edici etkisi
sasirticidir.  Ozonun bu  etkisinin  oksidan ozellikte olusundan kaynaklandigi

disiiniilmektedir (6).

Ozon (Os3), MAH araciligiyla kana karistirilinca plazmada hizlica Hidrojen
Peroksit (H,O;) olusturur ve bu H,O, albumine bagl Poliansatiire yag asidi (PUFA) ile
reaksiyona girerek LOP olusumuna neden olur. Hidrojen peroksit, en iyi bilinen reaktif
oksijen tiirii (ROS) olup genel kabul gérmiis, ana hiicre i¢i sinyal molekiillerindendir.
“ROS her zaman zararhdir” hipotezi yerine artik immiin cevapta ve konak
savunmasinda onemli olan mediyatdrler oldugu ve sinyal iletiminin diizenlenmesinde

gorevleri oldugu bilinmektedir (2, 24).

Calismamizda ozonun oksidan fonksiyonunu ve viicuda girisinden itibaren
oksitleyici 6zelliginin antioksidan molekiiller tizerinde nasil etkilere sebep oldugunu
arastirmay1 amagladik. Bu amagla katilimcilardan ozonlu tedavi dncesinde ve tedavi
sonrasinda aldigimiz kanlarda oksidan/antioksidan molekiillerin diizeylerindeki

degisimleri degerlendirdik.



1. GENEL BILGILER
1.1. OZON TEDAVISi
1.1.1. OZON NEDIR?

Ozon 1ii¢ oksijen atomundan olusan gaz halinde bir molekiildiir. Dogada
stratosferde (yer yiizeyinden 25-30 km yiikseklikte) UV dalgalarin (<185nm) etkisiyle
oksijen molekiilleri parcalanir ve yiliksek derecede reaktif oksijen atomu olusur.
Chapman teorisine gore olusan bu molekiiller endotermik reaksiyona girerek {i¢ atomlu
ozon gazini olustururlar (Sekil 1-1). Ayrica yilldirnm diismesi gibi dogal olaylar

sirasinda da atmosferdeki oksijenin katalizlenmesi sonucu ozon gazi olusur (1).

0 +0=-0-= , /7 \
- @0, Qo
vy
30, 20,4

Sekil 1-1: Ozonosferdeki ozon olusumu ve ¢oziilimii

Oksijen molekiilii kararl halde iken, ozon (Os) kararsizdir ve yaklagik 20 dakika
icerisinde oksijene doniisebilir. Ozondan bu sekilde oksijen gazi olusurken serbest
kalan atom ise ortamdaki diger molekiillere baglanarak medikalde fayda saglayan

yapilar1 olusturur (2).

Ozon, oksijen gazindan daha agir, agik mavi renkli ve keskin kokulu bir gazdir.
Stratosfer tabakasi i¢inde gaz halde 1-10 ppm konsantrasyonda bulunmaktadir (3).
Diger gazlar (O,, CO,) gibi suda ¢oziinebilir. Oksijene gore 1,6 kat daha yogun oldugu
ve suda ¢Oziiniirliigiiniin 10 kat (100 mL suda 49 mL O3, 0,02 M, 0°C’de) daha fazla
oldugu bilinir. Spontan yikilir yari dmrii 20 °C’ de 40 dakikadir ancak -111.9 °C altinda
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likit olarak depo edilebilir. Saf suda hemen ¢6ziinerek O, gazi olusturmasina ragmen,
biyolojik sivilarda organik ve inorganik molekiillerle reaksiyona girerek serbest
radikallerin olusumuna neden olur (4). Dolayis1 ile hemoterapi esnasinda uygulanan
ozon/oksijen karisimindaki ozon, afinite swrasina gore plazmada bulunan ¢oklu
doymamis yag asitleriyle, antioksidan bilesiklerle ve sistein gibi siilthidril (SH) grubu

iceren tiyoller ile reaksiyona girer (2).

1.1.2. OZONUN KLASIK UYGULAMA TARIHCESI

Ozon gazmm1 Alman kimyac1 Christian Friedrich Schonbein (1799-1868) 1839
yilinda kesfetmistir (5). Kesfinden sonraki ilk yillarda sadece dezenfeksiyon amaciyla
kullanilmistir. Ornegin 1860 yilinda Monako sehrinin su aritma tesisi ozon ile
dezenfekte edilmistir. Ozonun bu dezenfekte edici etkisi giiglii oksidasyon 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Sadece virlis ve bakteriler degil tiim mikroorganizmalar ve
toksinlerini okside edebilir. Ozon, kimyasal reaksiyonlarla kimyasal atiklari, aromatik
bilesikleri, fenolleri, pestisidleri ve deterjanlar1 da notralize edebilme yetenegine

sahiptir (6).

IIk ozon jeneratérii Werner von Siemens tarafindan Almanya’da 1857°de
gelistirilmistir (7) ve terapdtik olarak ilk  kullanimi  kanin saflastirilmasi  igin
C. Lender tarafindan 1870’de (8) wuygulanmistir. Ozon tedavisinin klasik
uygulamasi 1974 yilinda Wolff tarafindan tarif edilmistir. Wolff, ilk kez tedavide ozon
kullanarak Birinci Diinya Savasi sirasinda Alman askerlerinde gangren ve
benzeri ciddi yaralanmalar1 tedavi etmistir (9). Bu yontemde; bir miktar kan (50—
270 ml), ozona dayanikli antikoagiilanli bir sisede 5-10 dakika muhafaza edilir. Kan,
oksijen/ozon karisimiyla temas ettikten sonra aym kisiye geri verilir

(ototransflizyon)(2,10). Bu uygulama sekli major otohemoterapi olarak adlandirilir

(11).

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 glindeme alindig1 ilk oOnemli organizasyon ise 1935 yilinda

Berlin’de toplanan 59. Alman Cerrahi Birligi toplantis1 olup, burada Dr. Erwin Payr
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“Cerrahi’de Ozon Uygulamalar1” baslig1 altinda kendi vakalarindan olusan derleme
tiirtinde bir sunum yapmustir. 1950 yilinda E.A.Fisch (1899-1966) ozon tedavisini dis
hekimligi alaninda uygulamistir. Laboratuar ekipmani i¢in ilk kez ozon kullanimi ise
Fish tarafindan gerceklestirilmistir. Joachim Hénsler (1908-1981) Hans Wolff ile
birlikte 1972 yilinda Tibbi Ozon Dernegi’ni kurmustur. 1993 yilinda bu kurulusun adi
“Hastaliklarn Onlenmesi ve Tedavisinde Ozon Uygulamalar1 Tip Dernegi” olarak
degistirilmistir. Bu tarihten sonra 80’li yillara kadar, ozon tedavisini ferdi olarak
uygulayan cesitli hekimler ve arastirmacilar bulunmaktadir. 1980’11 yillardan itibaren

medikal amagla ozon kullanimina yonelik bilimsel ¢alismalar artis gostermistir (12).

1.1.3. TIBBI AMACLI OZON GAZI OLUSTURULMASI

Ozon olusturma metodlar1 UV radyasyon, elektrik desarji ve elektrokimyasal
islemler kullanilarak gergeklestirilir. Endiistriyel ozon direkt olarak havadan elde

edilirken medikal ozon saf oksijen kulanilarak olusturulur.

Ik ozon jeneratdrii Werner von Siemens tarafindan kesfedilmistir. 1896’da
Nikola Tesla, ozon jeneratoriiniin patentini almis, 1900°de Tesla Ozon Sirketini

kurmus ve Tesla tinitelerini tibbi kullanima sunmustur.

Medikal alanda ozon; uygun konsantrasyonda ve uygun uygulama siiresi

belirlenerek terapdtik bir ajan olarak kullanilmaktadir.

Oksijen atomlarinin medikal ozon jeneratorleri ile yiiksek oranda voltajdan

gecmesi (yiiksek voltaj gradiyenti, 4000-14000V) ile olusturulmaktadir (13).

3 0;: + 68,400 cal y» 205
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Diisiik frekans voltajda plazmik desarjli tibbi ozon jeneratoriiniin ilkesi Sekil
1-2°de aciklanmaktadir. Burada tibbi ozon seri baglanmis iki yiiksek voltaj tiiptinden
gecmektedir. Tiipler de yaklasik 4000 ile 9000 V arasinda degisen voltaja baghdir.



Enerji O, molekiillerinin oksijen atomlarma ayrigmasini saglar. Atomlar var
olan bir O, molekiilityle birleserek O3 molekiiliinii olusturur. Fazla veya kullanilmayan

ozon katalitik yolla yeniden oksijene doniistiiriiliir (12).

Tibbi ozon teknik ozonun tersine, saf tibbi oksijenden hazirlanir. Normal
atmosfer havasmnin bu karisima girmemesi gerekir. Clinkii ozon, havadaki NO, ile
reaksiyona girerek toksik bir gaz olan nitrojen dioksit (N,O,)’1 olusturabilmektedir.

Endiistriyel ozon i¢in ise hava gazi kullanilabilir.

Istenen doz ve konsantrasyonda ozon/oksijen karigimi elde edilebilir.
Konsantrasyon oranlari, ozon/oksijen karigim oranlarma gore (%0.05 O3-%5 Os) 1-100
mikrogram/mililitre arasinda degisir. Ozon molekiilii sabit olmadig: i¢in tibbi bi¢imi
her zaman taze olarak ¢alisma yerinde hazirlanir ve aninda uygulanir (12). Ozonun saf
olarak verilmesi oldukga tehlikeli oldugundan tedavi 6ncesinde mutlaka belli oranda
oksijenle karistirilmalidir. Karisim igerisinde oksijen %95°den az ozon %5’ten fazla
olmamalidir. Ayrica emboliye neden olmamasi i¢in ozon gaz olarak dogruca damar
icerisine verilmemeli, disarida kan ile iyice karistirdiktan sonra inflizyon yapilmalidir.
Ozon ile temasta mutlaka ozona dayanikli malzemenin (paslanmaz ¢elik, notral cam ve

teflon) kullanilmasi gerekir (2).

Ozon olusturma islemi sirasinda asagidaki basamaklar gergeklesir (12) (Bkz
Sekil 1-2, Resim 1-1):
1. Oksijen molekiiliiniin bir kismi elektrikle muamele sonucunda ayri ayri oksijen

atomlarina ayrigir:
+Enerji

0-0. ——— 2.0.

AH= +489kJ / Mol (+117 keal / Mol)

2. Enerji yukli atomlar bir baska oksijen molekiiliiyle reaksiyona girer, enerjilerini
yitirir ve O3 olustururlar:
0]
A7 a

0.+.0-0. —m™ O O

AH= - 105 kJ / mol (-25 kcal /mol)
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Sekil 1-2: Bir tibbi 0zon jeneratoriiniin Resim 1-1: Ozon jeneratorii
isleyis ilkesi

1.1.4. OZON TEDAVi YONTEMIi

Ozon tedavisi belirli bir miktarda oksijen/ozon karisimmin viicut bosluklarina
ya da dolasim sistemine uygulanmasidir; bu karisim intravendz, intramuskuler,
intraartikiiler, intraplevral, intrarektal ve intradiskal uygulanabildigi gibi topikal de

uygulanabilir (2).

Yapilan calismalarda ozonun terapotik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu ozon konsantrasyonu Rice-Evans’in tarif ettigi total antioksidan
kapasiteyi %25°den fazla diistirmedigi gibi azalan antioksidanlar 20 dakika sonra eski
haline gelmektedir (14,15). Son dekatta yapilan bazi calismalara gore; her bir mL kanda
10-80 pg/mL araliktaki ozon konsantrasyonlarmin gilivenilir oldugu tespit edilmistir.
10 pg/mL’nin altindaki ozon konsantrasyonlarmnin suda ¢oziinen gii¢lii antioksidanlarla
hizlica etkisi azaltilirken, 80 pg/mL’nin iizerinde olan seviyelerde ise viicuttaki
antioksidan kapasiteyi asip eritrositlere hasar verebilecegi ve istenmeyen asir1 miktarda

lipid oksidasyon tirtinlerinin (LOP) olusacagi belirtilmistir (16,17).



Otohemoterapinin etkili olabilmesi i¢in 2.5-4L kanin 30-60 giin icerisinde
ozonlanmasi gerekir (18). Hastanin viicut agirhigina gore dnceden belirlenen miktarda
(200-270 mL) G19 kelebek igne ile antekubital venden kan almir, vakumla cam sise
icerisine ¢ekilir. Kan ile esit hacimdeki ozon-oksijen gaz karisimi siseye eklenerek
karstirilir. Ozonlama swrasinda ozona direngli cam sise kullanilmalidir, plastik
kesinlikle kullanilmamalidir. Ciinkii plastik torba i¢ine verilen ozon, kanin fitalat ve
plastik mikropartikiillerle kontamine olmasma neden olur. Ozonlu gaz, farkli bir
segmentten sise icerisine aktarilir (Bkz. Sekil 1-3). Kan + ozonlu gaz 5 — 10 dakika
boyunca kopiik olusumundan kagmarak hafif¢e karistirilir. Karistirma olayindan sonra

ozonlanmis kan 15 dakika igerisinde donore tekrar verilir.

Butterfly G19

with Luer-lok connection P—
Segment A

Blood
iz| Ailter
1

Segment B %
Antibacterial

filter

Segment C

Sekil 1-3: Vakum altinda ozona dayanikli bir cam sise ile ozonlu otohemoterapi
gerceklestirmek igin gerekli bilesenlerin sematik ¢izimi (2)



1.1.4.1. Medikal Ozon Uygulama Bicimleri
1.1.4.1.1. Sistemik uygulama bicimleri
1.1.4.1.1.a. Major Otohemoterapi

Son 10 yilda MAH disiik riskli ozon uygulamalarinin en 6nemli bi¢cimi haline
gelmistir. “Ozontkan” reaksiyonu hastanin viicudu disinda gergeklesmekte; bundan
sonra hastanin “kendi kani” aktif alyuvar hiicreleri ile re-infiizyona sokulmakta ve

immuno-kompetan hiicreler aktive olmaktadir.

Bu tedavide ilke olarak yalnizca tek kullanimlik steril malzeme kullanilir.
Uygulama kapali, basinct alinmis bir sistem i¢inde yapilir. Ozonla ¢alisirken 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 bigiminde gecirilir. Kan hastaya olagan bi¢cimde, yani transfiizyon

islemlerinde tibbi olarak 6nerilen hiz olan dakikada 60—90 damla seklinde verilir.

Major otohemoterapinin en O6nemli endikasyonlari; arteriyel dolasim
bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik yetersizliginden kaynaklanan hastaliklar, kanser

hastalarinin ek tedavisi, romatizmal hastaliklar ve eklem iltihaplaridir (12,18-21).

1.1.4.1.1.b. Minér Terapi

Ozonun bir diger uygulama sekli olan mindr hemoterapide ise hastadan alinan 5
ml kan ile ayn1 miktarda 80-100 pl/ml konsantrasyonundaki oksijen/ozon karigimi bir
dakika inkiibe edilir. Bu siire zarfinda ozonun, yine ayni sekilde 6nce kanda ¢oziiniip
sonra da biyolojik molekiiller ile reaksiyona girmesi beklenir. Sonrasinda bu kan,
gluteus kasina yavasca enjekte edilir. Bu uygulama sonrasinda kas i¢ine enjekte edilen
kanm doku derinliklerine ilerlerken pihtilasmasina ragmen hastalardan ¢ok azi hafif
sisme ve agridan yakinmaktadir. Bu islem esnasinda anesteziye gerek yoktur.
Tartigsmali olmakla birlikte, bu uygulamanm immiinmodiilator bir etkisinin oldugu iddia
edilmekte ve etki mekanizmasi su sekilde agiklanmaktadir: Enjeksiyon yerinde hafif

derecede steril inflamasyon meydana gelmekte, bdlgeye notrofil ve monositler gelerek
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denatiire proteinleri ve parcalanmis eritrositleri fagosite etmektedir. Eger kan iginde
HCV, HBV ve HIV gibi viriisler var ise ozon tarafindan inaktive edilip par¢alanmig bu
viriis atiklar1 bolgeye gelen bu immiin hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Boylece bu

islem bir ¢esit as1 etkisi yaratir ve immiin sistemi bu antijenlere karsi uyarir (18).

1.1.4.1.1.c. Rektal O3/O; insiiflasyonu

En eski sistemik ve lokal uygulama yollarindan biri, ozon gazmin rektal
uygulanmasidir (22). Sistemik etkileri agisindan MAH’ye gergek bir alternatif
olusturmustur. Bu yontemle yaklasik 10-12 insiiflasyonluk bir dizinin uygulanmasimni
takiben MAH’in sonuglarina benzer bir metabolik degisim (ATP artis1 ve 2,3-
Difosfogliserat (2,3-DPG)) elde edilir. Rektal insiiflasyon, katetere bagli ozona direngli
siringa yardimiyla veya bir ozon konteyneri ile silikon doz c¢antasi kullanilarak
gergeklestirilir. Kural olarak 150-300 mL ozon/oksijen karigimi tatbik edilir. Kapatma
muslugu bulunan konteyner dogrudan jeneratdrden doldurulur ve doz cantasina
baglidir. 150 mL hacmi olan doz ¢antasi bir tiip sistemi araciligiyla katetere de baghdir.
Doz ¢antasma giden ve gelen her iki hat agilmayan musluklarla emniyet altina

almmustir ( Bkz. Resim 1-2)

Resim 1-2: Belirli dozda O3/O, karisiminin rektal irigasyonu i¢in kullanilan ekipman:
1. Doz balonu, 2. Ozon rezerv konteyneri, 3. Kapama muslugu, 4. A¢cma muslugu,
5. Baglanti tiipii (Luer/Luer lock), 6. Kateter (sonda) (23).



Ampirik acidan rektal insiiflasyonun en fazla kanitlanan endikasyonlar;
sistemik olarak MAH’de, 6zellikle de intraven6z reinflizyonun damarlarin uygun
olmamasi1 nedeniyle uygulanamadigi yash hastalar; topikal olarak bagirsaklarda proktit
ve kolit gibi patolojik durumlar ve ¢ocuklarda bir enfeksiyonun digerini izledigi,

bagisiklik sisteminde zaafiyet olan pediatrik enfeksiyonlardir (19,23,24).

1.1.4.1.2. Topikal Uygulamalar
1.1.4.1.2.a. Diisiik basinch ozon gazi uygulamasi

Diisiik basing terimi normal atmosfer basmcinin altindaki degerler icin
kullanilmaktadir. Lokal olarak sinirli yaralarda, ozon gazmin diisiik atmosferik
basingta ve bir emme kabi altinda siirekli akisinin olumlu etkisi daha once yapilan
calismalarda gosterilmistir (12). Burada ozon/oksijen karisimi plastik kap bicimindeki
cthazdan siirekli olarak tedavi edilecek bdlgeye akitilir. Bolge daha 6nce suyla islatilir,
O; geri cekilir ve kataliz aracilifiyla yeniden O;’ye doniistiiriiliir. Basing hastanin

kendisini en az rahatsiz hissedecegi sekilde ayarlanir.

Basing kisiye gore ayarlanabilir ve hastanin ihtiyaglarini, lezyonun ciddiyetini
esas alir. Uygulamanin 6zellikle dekiibitis, radyasyon tahribatinda ve fistiillerde yararh

oldugu bilinmektedir (12).

1.1.4.1.2.b. Transkutandz ozon imersiyonu

Varis tlserleri ve genis alana yayilan enfekte olmus yaralarin tedavisinde ozona
direngli plastik canta ve/veya torbalarin kullanilmasi pratik olmaktadir. Hem ¢anta hem
torbalara uygun bir baglanti parcasi ve agma/kapama musluklar1 takilmistir. Yara islem
oncesinde bol suyla yikanir. Plastik canta yara iizerine dikkatle yerlestirilir. Bir bandaj
yardimi ile gaz kagagi 6nlenir. Hava, once agma/kapama muslugu kullanilarak ¢antadan
¢ikarilir ve belirlenmis konsantrasyondaki ozon/oksijen karisimi 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 tiirli

sorun elimine edilmis olunur (12,18,19).
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1.1.4.1.2.c. Ozonize su uygulamasi
Ozonize su yeni veya yakin zamanda yapilmis cerrahi miidaheleler de dahil

olmak tizere enfekte olmus her tiirlii yaraya karsi topikal uygulama i¢in endikedir.

Ozonize su kompresler biciminde uygulanabilir. Ozonize H,O kompresleri,
ozellikle 6dem olusumu gibi inflamatuar siireclerin baslangic asamalarinda, hizli ve
onemli Olgiide agr1 gidericidir. Lokal Oz uygulamasi hiicresel metabolizmay1 aktive
eder, ATP’de artis saglar ve lezyonun en yakiminda olup da heniiz iiremeye yatkinligini

koruyan hiicrelerin yeniden polarize olmalarina katkida bulunur (12,18,19).

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.
+4°C’de bu siire 5 gline ¢ikar, yani ozonize suyun evde kullanilmasi da miimkiindiir.
Ozonize su tamamen gilivenli bir maddedir. Pratik olarak herhangi bir gaz aciga
cikarmadigi i¢in havaya ozon karigsmaz. Bu tedavinin en 6nemli endikasyonlari; yeni
yaralar, enfekte yaralar, mantar enfeksiyonlari, liken veya kiifler, zona, herpes zoster,

otitis eksternadir (21).

1.1.4.1.2.d. Topikal rektal insiiflasyon
Sistemik etkisine ek olarak rektal ozon/oksijen gaz insiiflasyonun lokal etkiside

kolit ve proktit tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir (19,23).

1.1.4.1.2.e. 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 sinirl

hareket fonksiyonu, kronik omuz eklemi hastaliklari, agrili hareketlerin tedavisidir

(24,25).
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1.1.4.1.3. Ozonize edilmis zeytinyag:

Dogrudan uygulanan ozonla karsilastirildiginda, mantar ve bakteri dldiiriicii
etkisi daha yavas fakat uzun siirelidir. Mikroorganizmalarin ozonize suda inaktivasyonu
birka¢ saniye iken, ozonize zeytinyaginda igerdigi peroksidik iirlinler nedeniyle ayni
etki birkag¢ saat icinde gergeklesir. Mantar ve bakteri oldiirlicii etkisi nedeniyle ozonize
zeytinyagl basta yaygm fungoid/mikoid deri enfeksiyonlar1 olmak iizere lezyonlarin

lokal dezenfeksiyonu ve iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir (12,19,24).

1.1.4.2 Medikal Ozonun EtKisi
1-100 pg/ml konsantrasyon araligindaki en saf oksijen ve en saf ozon karigimi
olan medikal ozon, fizyolojik kosullarda ytliksek derecede segici reaktivite gosteren bir

terapi ajanidir.

Sistemik uygulamada medikal ozonun etkileri:
a. Alyuvar hiicreleri
1. Reolojik 6zeliklerin gelismesi.
2. RBC metabolizmasiin aktivasyonu (2,3-DPG ve ATP artis1).
3. HbO,/Hb dengesinin saga kaymasi.
4. O, dagitiminda geligim.
b. immiino-kompleman hiicreler
1. Mononiikleer hiicrelerin 1liml1 aktivasyonu.

2. Sitokinlerin serbest kalmasi (IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-a, TGF-p vb)

Lokal uygulamada medikal ozonun etkileri:
1. Antimikrobiyal etki.
2. Yaralar1 etkin ve hizli temizleme etkisi.
3. Yara iyilestirmede gelisme ve hizlanma saglamasi.

4. Etkin bir bagisiklik sistemi harekete geciricisidir (6,26)
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1.1.4.3. Medikal ozon tedavisinin klinik endikasyonlar

Ozonlu otohemoterapinin kullanildig1 5 ana alan vardir ki bunlar; infeksiyoz
hastaliklar, vaskular bozukluklar, immiin sistemin baskilanmasi, dejeneratif hastaliklar

ve ortopedik patolojilerdir (27).

1.1.4.3.a. Enfeksiyoz Hastahklarda: Dezenfektan etkisi ve immiin sistemi
aktive etmesinin disinda savas yaralari, anaerobik infeksiyonlar, iilserler ve yaniklarda
da ozonlanmis bidistile su ve ozonlu yag kullanilir. Apse, anal fissiir, yatak yarasi,
fistiil, mantar hastaliklari, gingivit, osteomyelit, siniizit, stomatit, vulvovajinit,
iyilesmeyen bozuk yaralarda antibiyotiklere direncli veya anaerobik bakterileri
oldiirmek i¢in ozonlanmis soliisyonlar temizleyici etki ve giicli dezenfektan olarak
gorev yaparlar (12). Son zamanlarda tedavide tibbi maliyetlerin yiikselmesi ve
antibiyotiklere direngli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasiyla ozon terapinin ise ¢ok ucuz

olmasi1 ve kendisine kars1 direng gelismemesiyle dikkatleri izerine ¢ekmistir (27).

1.1.4.3.b. Vaskular Bozukluklarda: Oksijen dagilimmin artmasi ve biiylime
hormonunun daha fazla salinmasiyla birlikte iskemiyi azaltarak ve yara iyilesmesini
artirarak faydali etkileri oldugu goriilmiistiir. Kronik alt ekstremite iskemilerinde,
siddetli Raynaud’s sendromunda, serebral ve kalp damar bozukluklarinda ozonun
etkisinin oldugu birka¢ raporda sunulmustur (28,29). Bunun mekanizmasi: soyle
bildirilmistir; eritrositlerdeki 2,3-DPG miktar1 artarak oksihemoglobin disosiasyon
egrisini saga kaydirr ve boylece periferde hipoksik dokulara O, dagitimi artar.
Endotelyal hiicrelerle yapilmis bir calismada ozona maruz kalan bu hiicrelerde NO
salmimminin yiikksek seviyede arttig1 belirtilmisti. Bu calismada NO’in  hem
vazodilatasyonu sagladigi hem de ekstremite iskemisi olan hastalardaki spontan agriy1
aniden kestigi belirtilmistir. Ustelik heniiz tam olarak netlesmese de iskemik alanlarda
neoanjiogenez oldugu da iddia edilmektedir (23). Ekstremite iskemisi olan hastalara
ozon verildikten sonra {ilserlesmis dokularin iyilestigi gozlenmistir. Bu da ozonlanmis
heparinli kandaki plateletlerin Platelet Derive Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Degistirici
Biiyiime Faktorii (TGF B1) salinmasina baglanmaistir (29).
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1.1.4.3.c. Baskilanmis immiin Sistemde: Kronik viral hastaliklarda (30) ve
kemoterapi yada radyoterapi sonrast kanserli hastalarda (31) baskilanmig
immiinsistemin tekrar aktiflestirilmesi i¢in ozonlanmis otohemoterapi yapilmaktadir.
Bununla ilgili sadece birka¢ anekdot belirtilmis olup kontrollerle yapilmis bir klinik
calisma mevcut degildir (31). Bu yaklasim en ¢ok da az terapotik avantaji olan, yasam
kalitesini kotiilestiren kemoterapi alan yaslt hastalara cazip gelmektedir. Fakat immiin
sistemi tekrar aktiflestirmek i¢in ne kadar ototransfiizyona ihtiyag duyuldugu
bilinmemektedir. Ciinkii ex vivo olarak uyarilan mononiikleer hiicrelerin, viicuda
verildikten sonra lenfoid dokulardaki baskilanmis lenfositlerin ne kadarini uyardig: net
olarak bilinmemektedir. Yaklasik 50 tedavi ( her haftada 2 tedavi, toplam 6 ay tedavi)
ancak 3x10' hiicreyi uyarabilmektedir (27).

1.1.4.3.d. Dejeneratif Hastahklarda: Asir1 ve kronik oksidatif hasardan
kaynaklanan kalic1 oksidatif stresle bas etmek i¢in kisa siireli ozonlanmis hemoterapi
uygulanmasi antioksidan/oksidan dengesinin tekrar olugsmasimi saglayabilir. Bitkiler
(32,33), bakteriler (34), memeli hiicresi (35), ratlar (36) ve insanlarda (37) yapilan
calismalara gore bu canlilara verilen yiiksek basinghh O, ve diisiik diizeyde Os,
antioksidan yapidaki enzimleri upregiile eder. Antioksidan savunmanin gelismesiyle
senil demans, Parkinson hastaligi, optik sinir disfonksiyonlar1 ve makiilopati gibi
yasliliga bagli oksidatif hasarla olusan hastaliklarda faydali olacag: bildirilmistir (38).
Orta seviyedeki ve tekrarli ozon tedavisinin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GSH Px) enzimlerini artirdig1 artik agik¢a bilinmektedir.
Kardiyak infarktiis, ndrodejeneratif hastaliklar, HIV infeksiyonu (30), makulopati gibi
durumlarda yapilan MAH sonrasinda eritrositlerde GSH Px, glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH), SOD gibi enzimlerde artis oldugu gézlenmistir (27).

1.1.4.3.e. Ortopedik Hastaliklarda: Akut yada kronik eklem hastaliklarinda
(39), disk hernilerinde (40,41) dokulara kiigiik hacimlerde O,-O; verilmesine dayanan
bir tedavi yontemidir. Ozellikle de artropati tedavi esnasinda birka¢ saniyelik ac1 olsa
da yan etkilerinin olmadig: bildirilmistir. Bunun yaninda hastalarin ¢ogunda agr1 kesici
etki gosterdigi, dekonjesyon yaptigi, ddemin cekildigi ve hareketlilikte artis oldugu

ifade edilmistir.

14



Bir savunmaya gore (42) ozon, viicuttaki antioksidanlar1 uyararak reaktif
oksijen tiirlerini notralize ettigi gibi sitokin antagonistlerinin ve/veya IL-10, TGFp1
gibi immiinsiipresif sitokinlerin salmmasini1 saglar. intradiskal ozon uygulamasinda
dejenere hiicrelerin ¢ekirdeklerinden kaynaklanan proteoglikanlarm yikilmasini da
artrrarak hem agriya sebep olan herni materyalinin daha kolay reabsorbe olmasini hem

de agrinin azaltilmasini gerceklestirir (27).

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 infeksiydz hastaliklarda yapilan vaka analiz ¢alismalarinda olumlu etkiler
gostermistir. Bunun yaninda basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan hepatitlere kadar
uzanan genig bir araliktaki c¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda etkin olarak

uygulanmaktadir (43,44).

Martinez-Sanchez ve ark. diyabetik ayak gelismis hastalarda yaptiklari
calismada ozon tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir (45). Bu calismada ozon
tedavisi uygulanan hastalarda antibiyotik tedavisi alanlara gore yara iyilesmesi
hizlanmig, hastanede kalma siireleri kisalmis, glisemi diizeyleri daha iyi kontrol
edilebilmis ve antioksidan enzim diizeyleri artmis olarak bulunmustur. Ayrica c¢esitli
derecelerde artrit ve artroz vakalar1 ile romatizmal hastaliklar1 da kapsayan ortopedik
hastaliklarda da faydali etkiler oldugunu rapor eden arastirmalar dikkat ¢ekmektedir.
Bir ¢aligmada lomber disk hernisi olan hastalara oksijen/ozon karigimi disk igine
enjeksiyonla uygulanmis ve gerek hasta memnuniyeti gerekse medikal olarak yapilan

degerlendirmede bu tedavinin yararli oldugu goriilmiistiir (45).

Yine 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada 8 hafta boyunca diyabetik ayak iilseri
olan hastalara yapilan ozon tedavisinin etkin oldugu bildirilmistir. Toplam 61 kisinin
dahil oldugu bu ¢aligmada plaseboya karsin ozon tedavisinin etkisi gdzlemlenmis ve

ozonlu tedavi alanlarda yara kapanmasinda anlamli fark oldugu rapor edilmistir (46).

Tablo 1-1’de ozonun spesifik etkileri temelinde endikasyonlar1 gosterilmektedir (27).
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Tablo 1-1: Tibbi ozonun spesifik (tibbi ve fizyolojik) etkileri ve endikasyonlar1

Endikasvonlar

Etki mekanizmasi

Arteriyel dolasim bozukluklar

Eritrosit metabolizmas: aktivasyonu

) "nin serbest kalma etkisi

Yiizeyel dlserler ve deri lezonlar:

Dezenteksiyon

Yara iyilestirme Gzelligi

Patolojik bagirsak sorunlan (kolit,

proktit, fistiller)

Dezenfeksiyon
immiino-aktivasyon

Anti-enflamatuar etki

Enfeksiyvonlar ve viriis kaynakh
hastahklar
Karsinojenik durumlarda ek tedavi

Geriatrik sorunlar

Immiino-modiilasyon

Immiino-aktivasyon
O.'nin serbest kalma etkisi
Immiino-aktivasyon

Enzim aktivasyonu

Romatizmal hastahklar (enflamatuvar

durumlar, dejeneratif durumlar)

Anti-enfalamatuar etki
Anti-oksidatif kapasitenin aktivasyonu

immiino-modiilasyon

Dis hekimligi

Dezenfeksivon

Yara iyilestirme ozelligi

1.1.4.4. Medikal ozon tedavisinin yan etki ve kontrendikasyonlar

Etkinin ortaya c¢ikmasi i¢in ozon ile baslayan reaksiyonlarda olusan SOR
diizeyleri dikkatlice ayarlanmalidir. Aksi takdirde yiiksek diizeyde olusan SOR, tiim
biyomolekiilleri oksitleyerek hiicresel lipid, protein ve DNA’da ciddi hasarlara neden
olabilir. Bu hasar ortamdaki demir (Fe™") iyonu ile ozonla muamele sonucu olusan
H,0,’nin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan ve son derece toksik bir radikal olan
hidroksil iyonundan kaynaklanir. ikincisi ise siiperoksit radikalinin nitrik oksit ile
birlesmesi sonucu olusan peroksinitrittir ve bu yapt tiim makromolekiilleri
hasarlayabilir. Buda gosteriyor ki ozondan beklenen yarar tamamen doz bagimhidir. Bu
nedenle ozon daima terapotik aralikta kullanilmali ve hiicre i¢ine ulasmasina izin

verilmemelidir (47).
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Ozon tedavisinin direkt yan etkisi neredeyse yok denecek kadar azdir. Ancak
uygulama hatalarindan kaynaklanan yan etkilere rastlanilmistir. Bu hatalar; ozona
dayanikli malzemelerin kullanilmamasi, topikal uygulamalarin kuru ylizeylere
yapilmasi, yara tedavilerinde kullanilacak olan torbalarin uygun boyutta kullanilmamas1
gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir. En 6nemlisi ise intraarteriyel ya da intravendz

direkt gaz uygulamasi ile emboliye sebep olarak 6liime yol agmasidir (48).

Bazi durumlarda ozon terapisi uygulanmasi sakincali olabilir. Bu durumlar;
G6PDH enzim eksikligi, 6zellikle erken donem olmak tizere hamilelik, anjiotensin
cevirici enzim (ACE) inhibitorii tedavisi gorenler, hipertiroidi, kanama bozuklugu,
kontrol altina alimamayan kardiyovaskiiler hastaliklar ve ozona reaksiyon gdsteren

astim hastalar1 olarak siralanabilir (49).

Atmosferde yiliksek oranda ozon bulunmasi ise saglik i¢in oldukca zararhidir.
NO,, asitli bilesikler, CO gibi molekiillerin oldugu ozonlu hava solundugunda ozonun
toksikolojik etkileri daha da fazla olacaktir. Cilinkii solunum yollar1 mukozasinda
tampon cok zayif, antioksidanlar ise az miktardadir (50). Ozonun bizzat sebep oldugu
yan etkilerin yan1 sira, ABD populasyonunun %40’inda goriilen bronsiyal hastaliklar1
alevlendirerek 6liime de yol actig1 soylenmektedir (51). Troposferdeki anormal ozon
konsantrasyonlari ve siirekli olarak yiiksek derecede toksik molekiillerin iiretimi sonucu
akciger ve diger vital organlarda hasarlar olusmaktadir. Gohil (52) farelerle yaptigi
calismalarda ozona yiiksek maruziyetin nasil etkilere sebep oldugunu gdstermistir.
Farelere ardarda 3 gece boyunca 8’er saat, hava yoluyla uygulanan 1,0 ppm
miktarindaki ozon gazi farelerde pek cok mekanizmada degisikliklere yol a¢cmistir.
Bunlar; substans P, nitrik oksit (53), IL-1 B, IL-8 ve TNFa gibi proinflamatuvar
sitokinler ve bazi pulmoner proteinlerde artis; yag asitleriyle iliskili; ve sitokrom P450
ailesinin de bulundugu karbonhidrat metabolizmasiyla iligkili hepatik enzimlerde
azalma gibi etkilerdir (48). Ozonun atmosferdeki dozunun 10,0 ppm den fazla oldugu

durumda ise 4 saat i¢inde 6ldiirebilecegini ratlar lizerinde kanitlamiglardir (54,55).

US Clean Air Act havada bulunan ozonun en fazla 0.06 ppm (120 pg/m’)

olabilecegini aksi takdirde saglig1 bozacagini bildirmistir. Bazi ¢caligmalarda ¢evredeki
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ozon miktarmin en fazla 90 £10 ppb olmasi gerektigini ancak sehirlesmenin oldugu

yiiksek hava kirligi olan bolgelerde bu rakamin 800’1 astig1 gosterilmistir (56).

Pryor (1995)’un yaptig1 bir ¢alismada inhalasyonla alinan ozonun hiicrelerin

icine girmedigi, alveolar sividaki antioksidanlar1 oksitledigi ve siirfaktanin yapisinda

bulunan PUFA’larla reaksiyona girerek hidrojen peroksitlerin ve c¢ok sayida cesitli

LOP’larin olustugunu bildiren bir rapor yayimlamislardir. Hatta alveoloepitelyal sivinin

yapisinda bol miktarda bulunan kolesterol, ozonla etkilestikten sonra 3B-hidroksi—5-

okso-5,6-sekokolestan-6-al ad1 verilen oksisterollere doniisiir. Bu molekiiliin Alzheimer

hastaligina ve ateroskleroza sebep oldugu kanitlanmistir (57).

Solunan havada artan Os konsantrasyonuna bagli olarak organizmada ortaya

c¢ikan toksik durumlar Tablo 1-2’de gdsterilmistir (21,49).

Tablo 1-2: Solunan havadaki ozon gazi1 konsantrasyonu ile artan toksik etkiler

Havadaki O; konsantrasyonu (ppm)

Toksik etki

0.1

Ust hava yollarinda irritasyon ve salgi artist

1.0-2.0

Rinit, oksiirik, bas agrisi, bazen O&girme ve

bulanti

2.0-5.0 (10-20 dk)

Ilerleyici dispne, bronsiyal spazmi retrosternal

agri
5.0 (60 dk) Akut pulmoner 6dem ve bazen respiratuvar
paralizi
10.0 4 saat i¢inde 6liim
50.0 Dakikalar i¢inde 6liim
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1.2. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Dogal olarak olusan serbest radikaller, oksijen yada nitrojenle iligkili
eslesmemis elektronlar sebebiyle olusur. Bunun klasik 6rnekleri; O,  (siiperoksit
anyonu), HO" (hidroksil radikali), ve NO (nitrik oksit)’tir. Bu molekiiller, hiicre
icerisinde bulunan metallerle, oksidanlarla, rediiktanlarla girdikleri reaksiyonlar sonucu
sadece bir kismi serbest radikal olan cesitli molekiillerin olusumuna yol acarlar.
Ornegin; 'NO, oksidatif gecis metalleri ile formasyonu sonucu NO® (nitrozonyum

iyonu), O27 ile interaksiyonuyla ONOO™ (peroksinitrit) gibi radikaller olusturur.

Cesitli patolojik ve non-patolojik siireclerin baslaticisi, ara basamaklarda
olaylara dahil olan yada son iirlin olan serbest radikaller, organizmada aerobik solunum
sirasinda mitokondride ve fagositlerde solunum patlamasi gibi fizyolojik olaylarda da

ortaya cikar.

ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin major fonksiyonlari, immiinolojik
savunma sisteminin saglanmasidir. Makrofajlar ve notrofillerde tesekkiil ederek
bakterisidal, antiviral, anti tiimor ajanlar olarak kritik rolleri vardir. RNS’nin bir diger
onemli gbérevi cGMP olusumunu saglayarak kan damarlarmin basincinin

ayarlanmasidir (58).

1.2.1. Hiicre i¢i mesajcilar olarak ROS ve RNS

Her gecen giin ROS ve RNS’nin ekstraseliiler ligandlar ile hiicrei¢i cevap
olusmasmi sagladigi ve yasamsal etkilerinin oldugu hakkinda ¢ok sayida data
bildirilmektedir. Serbest radikallerinin katildig1 hiicresel olaylar1 5 ayr1 kategoride
smiflandirabiliriz;

1. Sitokin, biiylime faktorii ve hormon aktivasyonu ve sekresyonu

2. Iyon transportu

3. Transkripsiyon

4. Noromodiilasyon

5. Apoptozis

Serbest radikaller ve bunlardan tiireyen molekiillerin hiicre fonksiyonundaki

onemli rolleri Tablo 1-3’te gosterilmistir (58).
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Tablo 1-3: Serbest radikallerinin hiicre fonksiyonlarindaki 6nemli rolleri

HiicreFonksiyonu Reaktif tiirler Etki Hiicre/doku
Tipi
PDGF iligkili VSMC
Sitokin, biiyiime hormonu, tirozin
hormon aktivitesi ve ROS fosforilasyonu,
sekresyonu MAP kinaz
aktivasyonu ve
kemotaksis
Doku faktor Endotelyal
ROS protein hiicreler
ekspresyonu
Sitokin- Mezensiyal
RNS, ROS ir'1d1'iklen'r'nis hiicreler
siklooksijenaz-2
ekspresyonu
Interl6kin-1 Epitelyal
RNS protein hiicreler
ekspresyonu
Makrofaj Makrofajlar
inflamatuvar
ROS proteini la
mRNA
indiiksiyonu
RNS. ROS Kaseksiye baglh Iskelet kast
’ kas yikimi
Int-y bagimli VSMC
VCAM-1, IL-1
RNS bagimli ICAM-1
uyarilmasi
TNFa iliskili Meme dokusu
ROS hap27
fosforilasyonu
ROS 8-epi PGFy, Monositler
uyarilmasi
Lizofosfatidik Epitelyal
asitle uyarilmig hiicreler
ROS MAP kinaz
aktivitesi
ROS, RNS MAP kinaz Cesitli hiicreler
uyarilmasi
ROS, RNS Tirozip Fibroblastlar,
fosforilasyonu lenfositler
RNS Sik'looksijenaz Makrofajlar
aktivasyonu
Noroepinefrinle Hipotalamus
RNS uyarllrms '
prostasiklin
salimmi
GMP140 Endotelyum
ROS elfspresyonu ve
notrofil
adherensi
TNFa ile Mezensiyal
uyartlmig, MCP- | hiicreler
ROS 1 ve CSF-1
ekspresyonu
ROS Pro'te'in kinaz c E?idermal
aktivitesi hiicreler
ROS, RNS Renin salinimi Bobrek
ROS EGF-1"de TGF-B | Osteoblastlar

indiiksiyonu
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Sitokin, biiyiime hormonu,

e . Phorbol’le Monositler
hormon aktivitesi ve
ROS uyartlmis TNF-a,
sekresyonu L-1. IL-8
(Devami) >
ekspresyonu
RNS IgE bagll sitokin | Keratinositler
uretim
ROS Histamin Mast hiicreleri
salimmi
Alloantijen’le Lenfositler
ROS uyarllmls T
hiicre
aktivasyonu
PIP, hidrolizi ve NIH-3T3
RNS hiicreigi Ca™ hiicreleri
salimmi
TNF-0 ve Kondrositler
ROS BFGF—uyarllrpls
c-fos ve c-jun
ekspresyonu
Serotonin RBL 2H3
RNS tranqurtunda
adenozin
regiilasyonu
PDGF ile NIH-3T3
RNS uyartlmig PGE, hiicreleri
salimmi
Karbakol’iin Kardiyak
RNS negatif ' myositler
kronotropik
etkisi
Insiilin Adacik
RNS salinimryla IL-13 | hiicreleri
inhibisyonu
ROS Is1 sok cevabi Ex)ltelyal
hiicreler
Protein fosfataz fibroblastlar
aktivitesinin
ROS TNF/IL-1
inhibisyonu
ROS Huc're Bobrek hiicreleri
proliferasyonu
Liiteinlestirici In vivo, ex vivo
RNS hormon saliverici
hormon
sekresyonu
Ca”bagimh K~ | In vitro ve aort
Tyon transportu RNS kanal
aktivasyonu
y-1sinlartyla Salgl yapmayan
ROS uyarilmig K* hiicreler
kanallart
RNS CFTR Cl T hiicreleri
aktivasyonu
CI kanalmin G Pariyetal
ROS protein iliskili hiicreler
inhibisyonu
- P
RNS Ca ' kanal V'entrl'kuler
inhibisyonu miyositler
ROS Rlyan(')vd'lvn Sarkoplazma
reseptoru

Devami arkada
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Fe tasiyic

Transkripsiyon RNS proteinin [RE’ye Makrofajlar
baglanmasi
AP-1 bolgesine
ROS fos ve jun In vitro
baglanmasi
ROS, RNS NF'— kB Lenfositler
aktivasyonu
Hipoksiyle In vitro
uyartlmig
ROS protein-1’in
DNA’ya
baglanmasi
ROS, RNS Ok;iR, FNR Bakteri
aktivasyonu
RNS CREB aktivitesi PC12 hiicreleri
ROS TTF-1 aktivitesi In vitro
ROS NF}, USF, ps3 In vitro
aktivitesi
Noromodiilasyon RNS Kalelma ve L tipi Kardiyak
Ca™ akist myositler
Isikla uyarilmig Suprakiyazmatik
RNS faz ile biyolojik niikleus
saatin baglamasi
Sinaptik Olfaktor reseptor
RNS baglantilarin noronlari
formasyonu
RNS Uzun sjireli Hipokampiis
potansiyel artig
RNS NMDA r'eseptér Kf)rtikal
aktivitesi noronlar
Kalsiyumdan Hipokampal
RNS bagimsiz sinaptik | sinaptozomlar
vezikiil salinimi
RNS qutamat Serebellum
aktivasyonu
Apoptozisle Kortikal
Apoptozis ROS iliskili Down ndronlar
sendromu
ROS, RNS Apoptozis i¢in Cesitli hiicreler

ana sinyaller

VSMC: Vaskular diiz kas hiicreleri,

RBL: Rat bazofilik hiicreleri,

PC12: Rat Feokromostoma hiicreleri

ROS ve RNS’nin yukaridaki tabloya gore davraniglarina birkag 6rnek verecek olursak;

Vaskular diiz kas hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma, ROS molekiillerinin biiytime

fonksiyonlar1 lizerine etkisini iyi bir sekilde betimlemistir. Burada PDGF’nin

vaskular diiz kas hiicreleri lizerindeki reseptorlerine baglandigi ve serbest

radikal olusumunu artirdigi gézlenmistir. Ortama eklenen PDGF sonrasinda

hiicre i¢i ROS miktarinda artis oldugu belirtilmistir. Antioksidan olan katalaz ve

glutatyonun hiicre i¢i seviyesinin artirilmasi, hiicre icinde ROS olusumunu

onledigi bildirilmistir. Ancak bu durumda serbest radikal yakalayicilar1 PDGF

ile indiiklenen tirozin fosforilasyonunu, Mitojen-aktive Protein Kinaz (MAPK)
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stimulasyonunu, DNA sentezini ve kemotaksisi de dnlemis olurlar. Boylece

reseptoriine baglanan PDGF, intraseliiler ROS olusumunu tetikliyor (59).

e Demir metabolizmasinin diizenlenmesinde RNS’nin goérevi ise sOyle
bilinmektedir. NO sentaz ile olusturulan RNS, akonitaz kiimesine baglanir.
Baglanma ile akonitaz enzimi, ferritinin mRNA translasyonunu inhibe eden bir

RNA baglayici protein olarak gorev yapar (60).

e Damar diiz kas hiicrelerindeki iyon kanallarinda Ca™ bagimh K* kanallarinin

eksojen yada endojen NO ile regiile edildigi bildirilmistir (61).

e Sinir sisteminde sistein-NO (nitrosotiyol-RNSO)’un olusumu ile Ca™ bagimsiz
sinaptik vezikiillerde, bir seri protein-protein etkilesimlerinin baslamasi ile

fiizyonlar olustugu bildirilmistir (62).

1.2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Dogada sik bulunan oksidan ajanlardan bir kism1 sunlardir;
1. Radikal olanlar

a. Siiperoksid anyon radikali (O27)

b. Hidroksil (HO)

c. Peroksil (ROOH")

d. Alkoksil (RO)

e. Nitrik Oksit (NO)

2. Radikal Olmayanlar
a. Azot Dioksit (NO;)
b. Hidrojen Peroksit (H,0,)
¢. Singlet Oksijen ("O;)
d. Ozon (O3)
e. Hipoklorik Asit (HOCI)
f. Lipit Hidroperoksid (LOOH)

g. Peroksinitrit (ONOO) (63)
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1.2.2.1.a. Siiperoksid Radikali (02°-)

Zayif reaktif bir serbest radikal olan stliperoksid anyonu molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksid olusumu o6zellikle
mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda

spontan olarak gerceklesir.

Iki molekiil siiperoksit molekiilii SOD tarafindan hizla hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijene doniisiir.

Organizmanin uzun siireli korumasiz kalmast bu  maddelerin  disiik
konsantrasyonlarinda bile biyolojik a¢idan Onemli molekiillerin tahribat1 ile

sonuglanir ve DNA'da mutasyon ve doku hasarina yol agar.

Stiperoksid radikali acgiga ¢iktig1 hiicre boliimiinden daha uzak yerlere diffiize
olabilir. Ancak bu difflizyon hiicre igindeki SOD enziminin yiiksek konsantrasyonu

nedeniyle sinirhidir (64,65).
1.2.2.1.b. Hidrojen Peroksid (H,0,)

Biitiin elektronlar1 ¢iftlesmis oldugu icin H,O, gergcek bir serbest radikal
degildir. Ancak; demir, bakir ve mangan gibi gecis metalleri ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali olusumuna yol acabildiginden dolayr 6nemli bir oksidandir. Bu
metallerin varliginda en 6nemli ROS olan hidroksil radikalinin olusumunu saglar.
Hidrojen peroksid DNA hasar1 yapict 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 (64,66).
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1.2.2.1.c. Hidroksil Radikali (OH")

Biyolojik sistemlerde bulunan potansiyel olarak en giiclii oksidandir. Yar1 6mrii
cok kisa ve reaktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in komsu molekiillerle hizla reaksiyona

girer. Olusmasi icin ortamda gecis metalleri gereklidir (64).

Hidroksil radikalinin en 6nemli 6zelligi hiicre membranlarma yakin olustugu
zaman membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine etki ile serbest radikal
zincir reaksiyonunu baslatabilmesidir. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan biitiin
molekiillerle reaksiyona girebilmektedir (66). Lipit peroksidasyonunu baglatabilir,
DNA iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve ayirim yapmadan hemen her organik

molekiilii okside edebilir (67).

1.2.2.1.d. Singlet Oksijen ('02)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlar1 degiserek ayni
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 (68).

Singlet oksijen DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan cok

sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararl etkilere sebep olur (69).

1.2.2.1.e. Perhidroksil radikali (H,O")
Diisiik pH’da daha reaktif olan O2" radikali protonlanarak kendisinden daha

kuvvetli bir oksidan olan perhidroksil radikalini olusturur (70).

1.2.2.1.f. Nitrik oksit (NO)

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO 20-30 saniyelik yar1 6mre sahip
bir serbest radikaldir. Yiiksliz ve lipofilik 6zellikte bir molekiil olmasi sebebiyle
membranlardan kolaylikla gecebilir.  Nitrik oksit pek cok biyomolekiille zayif

reaktivite gostermesine ragmen, diger serbest radikallerle olan reaksiyonlar1 oldukga
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hizlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki NO, viicutta diiz kaslarin gevsemesinden, ndronal
fonksiyonlarin diizenlenmesine; yara iyilesmesinden, enfeksiyonlara karst immiin
yanitin saglanmasma kadar pek cok onemli fonksiyona sahiptir. Nitrik oksidin bu
fonksiyonlar1 fizyolojik homeostazin siirdiiriilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bununla birlikte NO’in yiiksek konsantrasyonlarda, ¢esitli enzimlerin aktivitelerini
inhibe ettigi ve lipit peroksidasyonunu indiikledigi, antioksidanlarin azalmasina veya
DNA’da mutasyonlara sebep olarak ayni zamanda sitotoksik etkilere sahip oldugu da

gosterilmistir (71).

1.2.2.2.a. lleri Oksidasyon Protein Uriinleri

Proteinler, oksidanlara maruz kaldiklarinda birgok kovalent degisiklige ugrar.
Bu degisiklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilii tizerine direkt etkileri
sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan friinlerinin proteinlere kovalent
baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal

iyon katalizli reaksiyonlar, lipidlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedirler (72).

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri oksidasyon protein iirtinleri
(Advanced Oxidation Protein Products = AOPP) ditirozin i¢ceren ¢apraz bagl protein
iriinleri olarak tanimlanmaktadir. Bu maddelerin diizeyleri, protein oksidasyonunun
gostergesi olan ditirozin ve ileri glikasyon son iiriinii olan pentozidin diizeyleri ile
korelasyon gosterdigi; fakat, lipit peroksidasyon belirtecleri ile korelasyon gostermedigi

belirtilmistir (72-74)

1.2.2.2.b. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi cesitli
iriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik
olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize
edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffuze olup hiicrenin diger bdliimlerine

hasar1 yayarlar, boylece bir¢ok hastalifa ve doku hasarina sebep olurlar.
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LDL lerin oksidasyonla modifikasyonu ve lipid peroksidasyonunun son tirtinleri
sinyal iletim yollarinda modiilasyonla gesitli hiicresel islemlere etki ederler. Oksidize
LDL, oksi-sterol ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) genis capli arastirilmig ve hiicre
Oliimlerinden hiicrelerin cogalmasina kadar her alanda gorevlerinin oldugu bildirilmistir

(75).

1.2.2.2.c. Lipid peroksidasyonu ve hiicre iletisimi

Lipid peroksidasyon, cesitli kompleks enzimatik ya da non-enzimatik
reaksiyonlarla fizyolojik ve patofizyolojik {iriinlerin olugmasmi saglar. PUFA’larin
peroksidasyon Triinlerinden reaktif etkili olan aldehitler, 4-hidroksialkenaller olarak
bilinirler. Bu aldehitler ¢esitli hiicre tiplerinde ve organlarda zararh etkileri oldugu gibi
bir o kadar da doz bagiml, diizenleyici rolleri vardir. Q-3 ve Q-6 poliansatiire yag
asitlerinin non-enzimatik oksidasyonlar1 ile 4-hidroksi-2E-heksenal (4-HHE) ve 4-
hidroksi-2E-nonenal (4-HNE) olusurken, enzimatik oksidasyonla ise 4-HNE ve 4-
hidroksi-2E,6Z-dodekadienal (4-HDDE) aldehitleri olusur. 4-HDDE 6zellikle
arasidonik asitten 12-lipoksijenaz (LO) yoluyla iiretilirken, 4-HNE ise aragidonik asitin,

linoleik asitin ve diger Q2-6’larin 15-lipoksijenaz yoluyla peroksidasyon tiriiniidiir (76).

Hiicresel iletisim, hiicre yiizeyindeki molekiillerin ekspresyonu ile gerceklesir.
Bu iletisimler hiicre hiicre etkilesimi ya da direkt olarak hiicredisi ortama salinma ile
meydana gelir. Birincil mesajc1 olan bu stimuluslar kimyasal yapilarda olup biyolojik
bilgiler tasirlar. sinyal tiireten hiicreler tarafindan sentezlenip salinirlar ve sinyal
olusturmak i¢in hedef hiicredeki reseptorlerine baglanarak spesifik cevaplar
olustururlar. Sinyal molekiillerin yapisini proteinler, aminoasitler, steroidler, yag

asitleri ve NO gibi gazlar olustururlar (75).
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1.2.2.2.d. Okside lipidler ile sinyallesme

Okside LDL’ler (OxLDL), endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde cAMP (A-kinaz)
ya da inozitol fosfat yolu ile hiicre i¢i iletisim kaskadini baslatarak sitoplazmik
kalsiyum seviyelerini artirir (77). Bunun disinda membrana bagli enzimlerdeki etkisi,
protein kinaz ¢ yolundaki elementlerin uyarilmasi, tirozin fosforilasyonunu indiikleme

ve epitelyal growth faktor reseptoriiniin (EGFR) aktiflesmesidir (78).

OxLDL’nin aterosklerozda goézlenen hiicre biiylimesine, farklilasmasina ve
proliferatif cevapa neden olan gen ekspresyonunu artirmasi, niikleer transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu ile gerceklesir. OxLDL’ler c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK)
ve ekstraseliiler sinyal diizenleyici yolaklar (ERK) ile fibroblastlarda, diiz kas
hiicrelerinde ve epitelyal hiicrelerdeki Aktivatdr Protein-1’in (AP-1) DNA baglh

aktivitesini stimiile eder (79).

Tontonoz ve ark. ve  Nagy ve ark., oxLDL’nin reseptorlere baglanip
Peroksizom Proliferatéor Aktive Reseptor (PPAR)’1 aktive ettigini gdsterdiler.
Myelositik hiicrelerde PPAR:reseptdr heterodimer aktivasyonu, yakalayici reseptor

CD36’nin upregulasyonunu indiikler. CD36 ise oxLDL alimin1 tesvik eder (80,81).

Dahas1 LDL’deki lipit parcaciklarinin oksidatif modifikasyonlar, PPAR’1in
etkin aktivatorlerinin liretimini saglar. Boylece yiizeyel bir reseptoriin isaretlenmesiyle,

niikleer bir reseptor uyarilmis olabilir (80).

OxLDL’ye baglh biyolojik cevaplar lipit peroksidayon tiirevleri ile iliskilidir.
Kalsiyum, trimerik G-proteinleri ve cAMP, fosfolipaz C ve D, protein kinaz C ve
MAPK kaskadini kapsayan sinyal yolaklarina miidahale edebilirler (82).

1.2.2.2.e. Okside steroidler ile sinyallesme

Diisiik dansiteli lipoproteinler igeriginde hiicre dliimiinden gen ekspresyonuna
kadar varan ¢esitli patolojik yollara katilan aldehitlerden ayr1 olarak ¢ok sayida okside
lipit Uriinleri bulundurur. LDL’nin major komponentlerinin oksidize tiirevlerinden
kolesterol, kolesterol esterleri gibi molekiiller, aterosklerotik plaklarda bulunarak

patolojiyle ne kadar ilgili oldugunu gosterir (83).
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Normokolesterolemik hayvanlarda total plazma kolesteroliiniin  %3-5"1
oksisterol iken, hiperkolesterolemili hayvanlarda bu oran %60-70’e kadar ¢ikabilir.
oxLDL’lerden elde edilen oksisteroller almnip insan promonositlerine ekildiginde,
hiicreler gen ekspresyonunda olasi etkisi olan fibrojenik sitokin TGF B1’in iiretimini
artirir. Bu ihtimal 25-hidroksikolesterol’iin diiz kas hiicrelerinde fibroblast growth

hormonun mRNA transkriptini artirmasi ile gosterilmistir (84).

1.2.2.2.f. Lipid peroksidasyon son iiriinii olan aldehidler ile sinyallesme

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan en sitotoksik {riin aldehidlerdir. 4-
hidroksialkenaller ise aldehitlerden biyokimyasal aktivitesi olanlardandir. Hayvan
dokularinda hidroksialkenallerin en temsilcisi 4-HNE’dir. Bu aldehit, linoleik asit ve
arasidonik asitin oksidasyonundan tiirer. Bir ¢alismada 4-HNE verilen fibroblastlarin,
interniikleozomal DNA fragmentleri gozlenerek ve ayirict boyama yapilarak, apoptotik
olime gittikleri belirlendi. Elde edilen bu veriler, lipit-peroksidasyon tiirevi iiriinlerin
genleri etkileyerek, programlanmis hiicre 6liimlerine sebep oldugunu gosterir. 4-HNE
bagli modifikasyonlar, oksidatif strese karsi adaptif koruyucu cevaptan irreversibl hiicre

hasar1 ve hiicre 6liimiine kadar ¢ok sayida hiicresel cevabi uyarir (85).

Yukarida bahsedilen 25-hidroksikolesterol gibi, uyarilmis lipit peroksidasyon ya
da kiiltiir hiicrelerine (rat karacigeri) verilen uyumlu diizeyde 4-HNE de hiicrelerde gen
ekspresyonunu ve fibrojenik tranforming growth hormon sentezini ayrica kollagen
dretimini artirdigr kanitlanmistir (86). Hem TGF B1 hem de kollajen tip 1 genleri
promotor bdlgelerinde kendi ekspresyonlar1 ig¢in AP-1" transkripsiyon faktoriiniin
baglanmasina uygun konsensus sekanslar1 bulundurur (87). Bu da gen ekspresyonunda

aldehitin etkisini gosterir.

Bu kosullara gore aldehitler apoptozisin ateslenmesini, MAPK yolu ile iletisimi,
AP—-1 baglanmasmi1 ve NF-B aktivasyonunun karartilmasmi gercgeklestirir. Mitojen

aktive protein kinazlar ve ¢esitli kaspazlar ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde strese bagli

: AP—1; Hiicre biiyiimesinin, farklilasmasin, proliferasyonunun ve apoptozisinin diizenlenmesinde gorevli bir transkripsiyon
faktoriidiir. Homo- ve heterodimer yapisinda olan AP—1, growth hormon, sitokinler ve hiicresel stres ile aktiflesir. Aktiflesme
mekanizmasinda MAP kinazlar c-jun ve c-fos proteinlerini fosforilleyerek transkripsiyonel aktif hale getirir. Bu proteinler de AP-1
transkripsiyon faktor kompleksi olugmasini saglar. Buradan sonra sitokrom c’nin aktiflesmesiyle apoptozis kaspazi baslar (148).
Uchida ve ark. yaptig1 bir ¢alismaya gore rat KC’inin epitelyal RL34 hiicrelerinde, 4-HNE’nin JNK fosforilasyonunu artirdig
gozlemlenmistir (149). 4-HNE’nin gen modulasyonu yaptiginin en ¢arpici kaniti hiicre kiiltiirlerine verilen 4-HNE’nin hiicre igine
girdikten sonra hizlica niiklei ile kaplanmasi ve ardindan AP—1 baglayicinin artmasidir.
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apoptozisi uyarwr. 3T3 fibroblastlarda 4-HNE ile olusan apoptotik cevabin nasil
oldugunu goérmek i¢in Kutuk ve ark MAPK ve kaspaz aktivasyon yollarmni
gozlemlemistir (75). Buna gore 4-HNE: JNK1/2 ve p38 yolaklar1 ve de ERK1/2’yi

uyararak apoptozis i¢in erken aktivasyonu gercgeklestirmis olur.

1.2.2.2.f.1. Aldehidlerden 4-HNE

4-HNE, Q-6 PUFA’larin peroksidasyonuyla olustugu kesfinden itibaren
hidroksialkenaller arastirmalarinda hiikiim siirdii. Yillarca sitotoksik olusu ve hiicre
sinyalizasyonu hakkinda yayinlar yazildi (79,88,89,90,91). 4-HNE nin katildig1 hiicre
sinyalizasyonunu saglayan yolaklar baslica c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), p38
mitojen-aktive protein kinazlar (p38 MAPK)’dir (92, 93). 4-HNE bagh
modifikasyonlar, oksidatif strese karsi adaptif koruyucu cevaptan irreversibl hiicre
hasar1 ve hiicre Olimiine kadar ¢ok sayida hiicresel cevabi uyandirir. Niki ve ark.
nontoksik seviyelerdeki 4-HNE’nin PCI12 hiicrelerinde NF-E2-iliskili transkripsiyon
faktor-2 (Nrf2)’lin aktivasyonu araciligiyla antioksidant enzimlerde artis oldugunu
gostermistir. Ancak tersine, Poli ve ark. (94) 4-HNE baglanmasiyla ¢esitli enzimlerin
(oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar ve izomerazlar) , membran
proteinleri (tasiyicilar, reseptorler, iyon kanallar1) ve iskelet proteinlerini inhibe ya da
inaktive ettigini lileri siirmiistiir. Ornegin; 4-HNE’nin tiyoredoksinle modifikasyonu
sonucu, tiyoredoksinin antioksidan 6zelligi azalir ve reaktif oksijen tiirevleri ¢ogalir
(95). Tiyoredoksinler, ditiyol-disiilfit aktif bolgesi bulunduran antioksidan yapida olan
oksidorediiktaz enzimlerdir. Bir diger 6rnek, in vitro olarak ortama eklenen 4-HNE nin
glukoz—6-fosfat dehidrogenaz enziminin lizin rezidiisiine baglanarak enzimi inaktive
eder (96). Bazi caligmalarda ise ortamdaki 4-HNE’nin direkt olarak kaspaz-3 ile

etkilesimi sonucu B-hiicrelerin apoptozise gittigi kanitlanmistir (97).

4-Hidroksialkenallerde bulunan a,B-ansature karbonil, Michael reaksiyonuna
gore niikleofillerle, Schiff baz formasyonuna gore ise proteinler, fosfolipidler, DNA ile
reaksiyona girer. Proteinlerdeki histidin, lizin ve sistein 4-HNE ile reaksiyona giren
aminoasitlerden olup histidin diger aminoasit konjugatlarindan daha kararli olur.

(98,99). Bacot ve ark.’a gore 4-HNE ve 4-HDDE, membranlardaki etanolamin
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fosfolipidlerle ilgili olup, hem membrandz lipidler hem de proteinler (reseptorler,

adaptor proteinler, tastyici proteinler, ve kanallar) bu molekiillerin ana hedefidir (100).

HNE ile etkilesime giren hiicreler stresle bas edebilmek icin ¢esitli antioksidan
yapidaki enzimlerinin sentezinde upregulasyon yaparlar, bu enzimler; y-glutamat sistein
ligaz, y-glutamiltransferaz, y-glutamil transpeptidaz, hem oksijenaz—1 (HO-1) ve diger

antioksidan enzimlerdir (101).

HNE’ yi metabolize eden, oksitleyici etkisini minimize eden enzimler ise
glutatyon S-transferazlar, aldoketorediiktazlar, aldoz rediiktazlar, aldehid
dehidrogenazlar, Sitokrom P450 4A ve B-oksidasyon enzimleridir (102).

1.2.3. Antioksidan Molekiiller

Antioksidan molekiiller pek ¢ok 6zelliklerine gore siniflandirilabilirler. Tablo 1-

4’te  i1se yapilarina, kaynaklarmna, ¢Ozilniirliiklerine, yerlesimlerine gore

gruplandirilmiglardir.

Tablo 1-4: Antioksidan molekiillerin smiflandirilmasi

Yapilarina gore a.Enzim karakterli antioksidanlar

b.Enzim karakterli olmayan, kii¢iik molekiiller

Kaynaklarina gore a.Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b.Disardan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

Coziiniirliiklerine gore a.Suda c¢oziinenler

b.Lipitlerle ¢ozlinenler

Yerlesimlerine gore a.Hiicre i¢cinde bulunanlar

b.Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

(Yalgm AS. Antioksidanlar. Klinik gelisim 1998’den alinmistir)
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1.2.3.1. Enzim Karakterli Antioksidanlar
1.2.3.1.a. Siiperoksid Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)

Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan SOD, siiperoksitin H,O,
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. Bu enzim endotel hiicreleri ile diiz
kas hiicreleri arasinda bol miktarda bulunan en 6nemli antioksidan enzimlerden
birisidir. Normalde damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederek lipit
peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini onler. Hiicrede serbest oksijen radikalleri
olusurken ilk basamakta O,  meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin
dismutasyonunu sagladig1 icin, hiicre igindeki ilk savunma sistemini bu enzim
olusturmaktadir (103).

SOD

20" + 2H — H,0, + O,
SOD’un diger bir gorevi de serbest radikalleri inaktive ederek dehidratazlari

korumasidir.

Mangan i¢eren dismutaz (Mn SOD),

Bakir ve Cinko iceren dismutaz (Cu/Zn SOD),

Ekstraselliiler dismutaz (EC-SOD),

Nikel iceren dismutaz (Ni-SOD) olmak iizere dort ¢esit SOD tanimlanmistir (104).

1.2.3.1.b. Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6.)

Katalaz 60 kDa agirliginda dort ayni yapida tetrahedral subunitler igeren
hem-enzimidir. Siiperoksid dismutaz araciligiyla olusan hidrojen peroksit bir radikal
olmamasina karsin, en reaktif ROS olan HO" radikalinin 6nciisii oldugu ic¢in bir¢ok
ROS’dan daha fazla oksidatif hasara neden olur. Katalaz hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene parcalar. Ayrica, hidrojen peroksitin yani swra metil-, etil-

hidroperoksitler gibi kiiciik molekiillii lipid hidroperoksitleri de indirger.

Katalaz

2H, 0, —* 2H,0 + O,

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz

membranlar, karaciger ve bobrekte yliksek miktarlarda bulunmaktadir (105).
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1.2.3.1.c. 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 iceren bir enzimdir (105). 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 (106).

Glutatyon rediiktaz flavin adenin diniikleotid (FAD) icerir, NADPH’tan bir
elektronun GSSG (oksidize glutatyon)’nin distilfid baglarina aktarilmasini katalizler.
Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarmna kars1 gereklidir ve major kaynagi pentoz
fosfat yoludur (107). Glutatyonun redoks dongiisti Sekil 4’te gosterilmistir.

GSH-Px
2GSH+ROOH —» GSSG + H,O0 + ROH

GSH-Rd
GSSG + NADPH + H" ————» 2GSH + NADP"

o — (/— 2G5H mNADF**
R S Rediiktaz Penioz
GSSG —" \—NADPH4— pooar
H* Yolu
2H,0

Sekil 1-4:  Glutatyon redoks dongiisii

1.2.3.1.d. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49)
Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD), pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz
smirlayict  enzimi  olup  intraselliiler  B-nikotinamid  adenin  dinukleotid

fosfat (NADPH)'in da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH ise serbest radikallerin
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detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan

indirgenmis GSH saglamaktadir.

Diger taraftan G6PD’m vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde de
serbest radikallere karsi koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’in 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 sliperoksit radikali iiretmeye bagladigi ve sonugta

LDL oksidasyonunun tetiklenebilecegi bildirilmistir (107).

1.2.3.1.e. Paraoksonaz (PON-1, EC 3.1.8.1)

Paraoksonaz, adini bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif metaboliti
olan paraoksonu hidrolize etmesinden almistir. PON lipit peroksidasyonunu azaltr,
LDL ve HDL’yi oksidasyondan korur ve bu 6zelligi ile ateroskleroz riskini de azaltmis
olur. Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin yapisindaki lipidler de
lipid peroksidasyonuna ugramaktadir. Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik
etkilerini notralize eder, hiicre membranlarina koruyucu etki gosterir. LDL
oksidasyonu esnasinda olusan okside fosfolipidlerden okside kolesterol esterleri,
lizofosfatidilkolinler PON1 enzimindeki serbest siilfidril grubu ile (Sistein 284°deki)

etkilesime girer ve enzimin inaktive olmasina yol acgarlar.

Enzimin aktivitesi kalsiyuma bagimhidir. Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem
de stabilitesi i¢in gerekmektedir. Direkt olarak katalitik reaksiyonda yer alarak veya
aktif alanin uygun konformasyonda tutulmasimi saglayarak aktif alanin korunmasinda

gorev alir.
Paraoksonazin bir 6zelligi hidrofobik N terminal sinyal peptidi bolgesinin

olmasidir. N terminal bolgesi araciligiyla HDL’deki fosfolipidlere baglanir. PON1’1n

fosfolipidlere baglanmasi ve stabilizasyonunda Apo Al rol oynar.
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HDL yapisinda bulunan PONI enzimi, Minimal Modifiye LDL (MM-
LDL)’deki aktif lipidleri yikar ve bdylece arter duvarinda yer alan hiicrelerde

inflamatuar cevap olusumuna karsi koruyucu etki gostertir.

Paraoksonazin, HDL’yi oksidasyondan korudugunu gosteren ¢aligsmalarda
saflagtirilmis PON1’in HDL’ye eklenmesi ile doza bagimli olarak oksidasyonun lag
fazini uzadigi, HDL’de lipid peroksit ve aldehit birikiminin %95'e kadar azaldigi
gosterilmistir (109).

1.2.3.1.f. Arilesteraz (ArEs, EC 3.1.1.2)
Paraoksonaz ayrica aktivite polimorfizmi gostermeyen arilesteraz aktivitesine de
sahiptir (7). Arilesteraz aktivitesinin, PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz

olarak asil protein konsantrasyonunun bir gistergesi oldugu bildirilmektedir (110).

PON-1, hem paraoksonaz hem de arilesteraz aktivitesine sahip, kalsiyum
bagimli bir ester hidrolazdir. Baslica karacigerde sentezlenip dolagima salman serum
paraoksonaz—1 (PON-1) enzimi, organofosfatlar, arilesterler ve laktonlar dahil bir ¢ok

substrat iizerine hidrolitik etkiye sahip bir proteindir (111).

1.2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1.2.3.2.a. Antioksidan vitaminler

Yagda coziinen vitaminler igerisinde dnemli yere sahip vitamin E, 06zellikle
membran ve lipoproteinlerin bilesenleri ilizerinde zincir kirici antioksidan etkiye
sahiptir. a-Tokoferol, vitamin E tiirevleri icerisinde en aktif bilesiktir ve zincir
reaksiyonlar ile iliskili peroksil radikalini temizleyerek lipit peroksidasyonunu engeller
(112).

Askorbik asit (vitamin C) glukoz metabolizmasindan gelen, suda ¢6ziinen
vitaminler grubundandir. Askorbik asit, bir elektronunun oksidasyonu sonucu
monodehidro askorbil radikaline doniisiirken, reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale

getirerek serbest radikallerin organizmaya verdigi zarar1 engeller (112).
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1.2.3.2.b. Karotenoidler
Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin),
genelde sar1 ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve alglerde, cogu 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 karsi hassasiyetini azaltir (113).

1.2.3.2.c. 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 goérevi {iistlenerek
endokrin ve immiin sistem arasindaki etkilesimin saglamasi, redoksa duyarl
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun artirilarak strese cevabin aktivasyonu gibi

gorevler Ustlenir (114).

1.2.3.2.d. Urik asit ( Urat)

Urik asit ksantin oksidazin oksipiirinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi
ile olusur. Insanda piirin metabolizmasmin son iiriiniidiir. Fizyolojik kosullarda singlet
oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar; fakat stiperoksit
radikali ile dogrudan reaksiyona girmez. Urik asidin antioksidan etkili oldugunun

gostergesi peroksit kaynakli lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu olmasidir (115).

1.2.3.2.e. Bilirubin
Hem katabolizmasmin son iiriinii olan bilirubin ayn1 zamanda singlet oksijen,
peroksinitrit ve hipokloréz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini baskilar;
bununla birlikte peroksil radikallerine kars1 hidrojen donodrii olarak davranarak lipit

peroksidasyonunun zincir devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir (114).
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1.2.3.2.f. Melatonin
Hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil radikali, singlet oksijen, nitrik
oksit ve peroksinitrit anyonu gibi reaktif tiirlerin temizlenmesinde veya

baskilanmasinda etkilidir (114).

1.2.3.2.g. Seruloplazmin

Plazmada bakir tasiyan seruloplazmin, demir metabolizmasinda da rol
oynamaktadir. Seruloplazmin ferrooksidaz aktivitesine sahiptir. ki degerlikli ferro
demiri, ii¢ degerlikli ferri demire oksitler. Seruloplazminin ferrooksidaz aktivitesi
demir iyonuna bagli lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Seruloplazminin antioksidan
aktivitesi: ferrooksidaz aktivitesi,  askorbat oksidaz aktivitesi,  oksijen radikali
temizleyici aktivitesi ve GSH-bagimli peroksidaz aktivitesi seklinde dort farkli yolla
gergeklesir (116).

1.2.3.2.h. Transferrin
Transferrin plazmada bulunan demir baglayici bir glikoproteindir ve demirin

uyardig1 serbest radikal olusumunu 6nleyen bir antioksidandir (114).

1.2.3.2.i. Ferritin
Dolasimdaki serbest demiri baglayarak serbest radikal reaksiyonlarina kolayca

girmesini 6nleyen bir proteindir (114).

1.2.3.2.j. Tiyol grubu iceren molekiiller

Tiyol terimi -SH grubu igeren bilesikleri gosterir. Plazma tiyolleri, fizyolojik
olaylar tlizerinde prooksidan veya antioksidan etkilere sahiptir; ama genel olarak
antioksidan olarak kabul edilirler. Tiyollerin anti- veya prooksidan etki gosterip
gostermeyecegi oksidan stres,  fizyolojik kosullar ve siilfiir iceren aminoasitlerin
ortamdaki konsantrasyon diizeyi tarafindan belirlenir. Plazmada bulunan antioksidanlar
icerisinde, tiyol gruplarinin en yiliksek konsantrasyona sahip olmasi, eriskinlerde
plazma protein seviyelerinin yiiksek olmasiyla agiklanmaktadir. Plazmada bulunan

tiyol gruplarmin  baslica kaynagi, rediikte glutatyonun yani sira, basta albiimin

37



olmak lizere protein yapilarinda bulunan sistein ve metiyonin amino asitleridir.
Bu tiyollerdeki -SH grubunun oksidatif strese karsi koruyucu oneminin olduguna

1 2
ve Fe™*’ye

inanilir. Tiyoller, Cu™* veya Fe™’i direkt olarak radikalleri tutabilen Cu"
kendileri disiilfite okside olarak indirgeyebilir. Bu indirgenmis metal iyonlar1 bir
siiperoksitle reaksiyona girerek yine ylikseltgenebilir. Plazma tiyol diizeylerinin tayini,
proteinlerin ROS aracili oksidasyondan ne denli etkilendiklerini gostermesi bakimindan

onem tagimaktadir (117).

1.2.3.3. Total Antioksidan Durum

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

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

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

3. Kiigiik molekiiller:  (askorbik asit, glutatyon, iirik asit, tokoferol,
karotenoidler, polifenoller, katesinler)

4. Baz1 hormonlar: (strojen, anjiotensin, melatonin vs.)

Antioksidan kapasite (AK) 6l¢iimii plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin
antioksidanlarm kiimiilatif etkisini yansitmaktadir. Boylece ol¢iilebilen antioksidanlarin
ayr1 ayr1 toplamimdan daha biitlin bir degerdir.  Bilinen ve bilinmeyen antioksidan
kapasiteyi ve sinerjik etkilesimi 6l¢tiigiinden dolay1 in vivo oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki hassas dengeyi kavramay1 saglar. Plazma AK 6l¢limii insanlarda fizyolojik,
cevresel ve beslenme faktorlerinin redoks durumunu degerlendirmeye yardim eder.
Plazma antioksidan kapasitesinin tespiti in vivo oksidatif durumun degistigi durumlar1

ayirt etmeye yarar (ROS’a maruz kalma ve antioksidan alimi).

Bitkisel antioksidan alimi veya antioksidandan zengin yiyeceklerin alimimdan
sonra plazma antioksidan kapasitedeki degisiklikler besinsel bilesimlerin

biyoyararlanimi ve absorpsiyonu hakkinda bilgi saglayabilir.
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Hiicrelerin AK’si baslica enzim sistemini yansitirken, plazma AK’si ise diyetsel
orjinli kiiclik molekiil agirlikli antioksidanlar1 yansitir. Plazma AK hem radikal fazla
yiliklenimini hem de diyetsel antioksidan alimini diizenler ve tek secilmis antioksidan
konsantrasyonuna gore in vivo oksidasyon iirlinleri ve antioksidanlar arasindaki

dengeyi daha fazla temsil ettigi kabul edilmektedir.

Geleneksel AK oOlglimleri primer olarak plazmadaki sivi kompartmanin
antioksidan kapasitesini 6lcmektedir. Bu nedenle askorbik asit, {irik asit ve protein
tiyolleri gibi suda ¢6zlinen antioksidanlar bu ol¢iimii etkiler. Fakat tokoferol ve

karetenoidler gibi yagda ¢6zilinen antioksidanlar kiiciik bir role sahiptir (114).
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1.3. OZONUN VE SEBEP OLDUGU OKSIDATIF STRESIN ETKIiLERI

Ozon, radikal 6zellik tasimamasima karsin, florin ve persiilfattan sonra, bilinen

ticlincii en gliclii oksidan maddedir (6).

Major ototerapide ozon kana karistiktan sonra viicut sivilari ile etkileserek
PUFA, askorbik asit, iirik asit ve —SH igeren sistein, rediikte glutatyon, albumin gibi
tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler de
gecis metallerini (Fe' ve Cu'" ) selatlayarak oksidan reaksiyonlar1 sondiirdiikleri igin
antioksidan gibi davranirlar. Yeteri kadar selatlama olmadiginda ise ortamda bu
metaller birikecektir ve bu durumdan kagmilmalidir ¢iinkii hidrojen peroksit, metaller

varliginda Fenton; O, varliginda ise Haber Weiss reaksiyonuna girerek OH" olusturur:

H; + Fe** — OH" *+ OH T
= serbest hidroksil

o hidroksil radikali ~ anyenu

v "'-I

) (Y0 » FE — 0 + 207 Fe''

HI H H H

Haber Weiss
Déngisi

Fenton Reaksivonu
0 o« Fe > 0, t Fe"

serbest diaksii
superoksit radikali oSN

t N v b 4
'0:0: ™ i *0 0D Fe

Sekil 1-5: Fenton ve Haber Weiss reaksiyonlar1
(http://dx.doi.org/10.1016/j.agee.2004.10.022°dan alinmastir)

Kullanilan ozonun dozuna bagl olarak karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA
yapilar1 da etkilenebilir. Tiim bu bilesikler elektron alicis1 olarak davranir ve asagidaki

sekilde oldugu gibi oksidasyona ugrar:
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Her bir reaksiyon sonucunda 1 mol hidrojen peroksit ve de 2 mol lipid
hidroperoksit olusur. Non-iyonize oksidan hidrojen peroksit, temel ROS molekiilii olup

ozonun bazi biyolojik ve terapotik cevabinin habercisidir.

“ROS her zaman zararhidir” hipotezi yerine artik immiin cevapta ve konak
savunmasinda 6nemli olan medyatdrler oldugu ve sinyal iletiminin diizenlenmesinde
gorevleri oldugu bilinmektedir. Hidrojen peroksit, en iyi bilinen ROS olup genel kabul

gOrmiis, ana hiicre i¢i sinyal molekiillerindendir (118).

ROS’un 1 saniyeden daha az émrii (<10 saniye ) olmasima ragmen ¢ok énemli
bazi hiicre bilesenlerine zarar verebilir, bunu asmak i¢in dogru ozon miktari
kullanilmalidir [ozon konsantrasyonu (png/mL)/ kan mL (1:1) ]. Su noktaya dikkat
etmek gerekir ki asir1 miktarda ROS olusmas1 peroksinitrit ve hipoklorit anyon gibi
diger toksik bilesiklerin olusmasima yol agar. Plazmada fazla miktarda bulundugunda,
hidrojen peroksiti eritrositler kiitlesel olarak ortamdan siipiiriirler. Bu esnada acilen
glutatyon, oksidize forma doniisiir. Hiicre, GSH/GSSG oranina ¢ok duyarli oldugu i¢in
hemen GSH Rediiktaz enzimi elektron donorleri olan askorbat veya rediikte NADPH
varliginda, GSSG’yi rediiktleyerek dengeyi tekrar kurar. Okside olmus NADP ise
Glukoz—6-Fosfat Dehidrogenaz’mn anahtar rol oynadigi pentoz fosfat yoluyla

reduktlenir.

Ozon, plazmada hizlica H,O, olusturur ve bu H,O, albumine bagli PUFA ile
reaksiyona girerek LOP olusturur. Olusan H,O, 6lgiilemeyecek kadar hizli bir sekilde
antioksidanlar tarafindan rediikte edilir veya hiicreler igerisine kolayca niifuz eder. Her
ne kadar hiicre zar1 H,O, gecisi i¢in bir engel olamasa da hiicre i¢i-hiicre dis1 aligverisi
stabil hale gectiginde plazma konsantrasyonu hiicre i¢cine goére 10 kat daha fazladir.
Normotansif bireylerin plazmasinda H,O, konsantrasyonu 2,5 uM iken hiicre i¢inde
yaklagik 0,25 pM miktardadir (119). Ancak ozonlama boyunca 0,5-0,7 uM
konsantrasyonlara kadar ¢ikabilir ki bu diizey H,0, ile sinyallesmenin saglanmasi i¢in

gereklidir. Hem idrarda hem de ekshale havada goriildiigii izere ayni anda ¢ok yerde
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H,0;’e rastlanilir. Fakat lokal konsantrasyonuna ve hiicre tipine bagl olarak ya hiicre

proliferasyonunu ya da hiicre 6liimiinii indiikler.

H,0; ve ardindan olusan LOP, viicut icerisinde kan hiicreleri ile birlikte diger
organlar1 hedef alip, bu yapilar tizerinde kontrollii oksidatif stres olusturarak Sekil 6’da
da goriildiigii lizere hiicrelerin fonksiyonlar1 ve yapilarinda degisiklige yol agarlar

(120).

— Eritrosit ——— lyilesmis Oz salinm

—+S0R f—sLikosit ——— ImmiinAktivasvon

—Platelet ——— Otakownd ve bilyiime faktde
Salinimi
3 —— Plazma

— Endote] ———— Artomis MO salmim

— | OPs [—— Kemik [ligi—— K&k hilcre salinim

—[Diger Organlar————— Anti oksidan enzim

aktivasyonu

Sekil 1-6: ROS ve LOP’un hiicre i¢indeki etkileri

Plazmada mevcut olan albumine bagli PUFA’larin peroksidasyonunu LOP
olusumu takip eder. Bu drlinler lipoperoksitler, alkoksil radikalleri,
lipohidroperoksitler, F2-izoprostanlar ve alkenallerden; 4-HNE, akrolein ve
malonildialdehit olarak siniflandirilir. Serbest radikallerin ve aldehitlerin tahrip ediciligi
bir gercektir fakat dogru ve uygun ozon doz kullanilarak bu molekiillerin diisiik
konsantrasyonlarda tutulmasi saglanir. Aldehitler arasindan 4-HNE nicel olarak en
onemlisidir. Amfipatik bir molekiil oldugu i¢in albumin, enzimler, glutatyon, karnozin
ve fosfolipidler gibi ¢esitli bilesiklerle reaksiyona girer. 4-HNE i¢in viicutta reseptor
bulunmamasma karsin, 70’ten fazla hedefe baglanarak yikic1 etki gostermektedir.
Neyseki intraseliiller GSH konsantrasyonlarmin yeterince yiiksek miktarda olmasiyla
hiicresel komponentler HNE’ye karst korunur ya da enzimler araciligiyla HNE,

molekiillerden ayrilir (118). Son yapilan caligmalar (121) olusan bu aldehidlerin
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ozellikle 4-HNE’ nin ¢oklu doymamis yag asitlerini tasiyan albiiminlere baglandig: ve
zararsiz hale getirildigi yoniindedir. Boylelikle kanin ex vivo ozonizasyonu sonrasi

aliciya geri verilmesi vaskiiler sisteme hasar vermemektedir (1).

Yapilan bir ¢alismada 4-HNE verilen fibroblastlarin, interniikleozomal DNA
fragmentleri gozlenerek ve ayirict boyama yapilarak, apoptotik Sliime gittikleri
belirlenmistir. Elde edilen bu veriler, lipit-peroksidasyon tiirevi iriinlerin genleri

etkileyerek, programlanmis hiicre 6liimlerine sebep oldugunu gdstermistir (122).

4-hidroksialkenallerde bulunan a,B-ansature karbonil, Michael reaksiyonuna
gore niikleofillerle, Schiff baz formasyonuna gore ise proteinler, fosfolipidler ve DNA
ile reaksiyona girer. Proteinlerdeki histidin, lizin ve sistein 4-HNE ile reaksiyona giren
aminoasitlerden olup histidin 4-HNE’ye diger aminoasit konjugatlarindan daha kararl
reaksiyon verir (75). Bacot ve ark.(100)’a gére 4-HNE ve 4-HDDE, membranlardaki
etanolamin fosfolipidlerle ilgilidir ve hem membrandz lipidler hem de proteinler
(reseptorler, adaptor proteinler, tasiyici proteinler ve kanallar) bu molekiillerin ana

hedefidir (76).

4-HNE’nin katildig1 hiicre sinyalizasyonunu saglayan yolaklar; c-Jun NH2-
terminal kinaz (JNK), p38 mitojen-aktive protein kinazlar (p38 MAPK), hiicre dongii
regiilatorleri, ve protein kinaz-B ve 8’dir. 4-HNE bagli modifikasyonlar, oksidatif strese
kars1 adaptif koruyucu cevaptan irreversibl hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiine kadar ¢ok
sayida hiicresel cevabi uyarir. Piga ve ark. nontoksik seviyelerdeki 4-HNE’nin PC12
hiicrelerinde Nrf2’nin aktivasyonu araciligiyla antioksidant enzimlerde artis oldugunu
gostermistir (123). Bazi ¢alismalarda ise ortamdaki 4-HNE’nin direkt olarak kaspaz—3

ile etkilesimi sonucu B-hiicrelerinin apoptozise gittigi kanitlanmistir (122).

HNE ile etkilesime giren hiicreler stresle bas edebilmek i¢in ¢esitli antioksidan
yapidaki enzimlerinin sentezinde upregulasyon yaparlar, bu enzimler; y-glutamat sistein
ligaz, vy-glutamiltransferaz, vy-glutamil transpeptidaz, hem oksijenaz—1 ve diger

antioksidan enzimlerdir (124).
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Pecorelli ve ark (2013) ozonlanmig serumun endotelyumda nasil etki
gosterdigini amaglayan bir ¢alisma yapmiglar ve burada ozonun Nrf2 reseptoriiniin
aktivasyonunu artrarak HO—1 enziminin upregiile oldugunu yaymlamiglardir. Ayni
calismada seruma direkt olarak eklenen H,O, ya da 4-HNE’nin de HO-1 artisina neden
oldugunu goézlemlemislerdir. Ve buna dayarak ozonun etkin olabilmesi i¢in oksidan
iirtinlerden H,O,, 4-HNE gibi yapilarin ortamda olusmasi gerektigini bildirmislerdir

(125).

Vaskular diiz kas hiicrelerinde yapilan bir calisma, ROS molekiillerinin bliyiime
fonksiyonlar1 lizerine etkisini 1yi bir sekilde betimlemistir. Burada PDGF ninvaskular
diiz kas hiicreleri tizerindeki reseptorlerine baglandig1 ve serbest radikal olusumunu
artirdig1 gozlenmistir. Ortama eklenen PDGF sonrasinda hiicre ici ROS miktarinda artis
oldugu belirtilmistir. Antioksidan olan katalaz ve glutatyonun hiicre i¢i seviyesinin
artirilmasi hiicre i¢cinde ROS olusumunu onlemistir. Ancak bu durumda serbest radikal
yakalayicilart PDGF ile indiiklenen tirozin fosforilasyonunu, MAP kinaz
stimulasyonunu, DNA sentezini ve kemotaksisi de 6nlemis olurlar. Bu da gosterir ki

reseptoriine baglanan PDGF, intraseliiler ROS olusumunu tetiklemistir (59).

Ozonun bir diger dnemli biyolojik etkisi, fazlasiyla olusan oksidatif strese
viicudun adaptasyonunun indiiklenmesidir. Bunu da ancak hormesis etkisi olarak
yorumlayabiliriz. Hormesis; yliksek diizeylerde zararli olan bir ajana diisiik diizeylerde
maruziyetin, faydali etkisi olarak tanimlanmaktadir. Hastalara diisiik dozda ozonlanmis
otohemoterapi uygulandiginda bazi antioksidan enzimlerin (SOD, GSH-Px, GSH-Rd ve
G6PDH) sentezlenmesini arttirir. Ozonlanmus eritrositlerde glikoliz de artarak daha
fazla ATP fretimi ve 2,3 difosfogliserat olusumu meydana gelir. Bu da Hb-O,
disosiasyon egrisini saga kaydirarak periferlerdeki tikanmis arter bolgesindeki dokulara

daha fazla O, dagitilmasini saglar (48).

LOPs nedeni ile artan, oksidatif stres proteinlerinden biri olan HO-1 enzimi
onemli koruyuculardan bir tanesidir. Hem grubu tasiyan molekiillerin yikimi sirasinda

CO ve bilirubinin ortaya ¢ikmasina neden olur (20).
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Bilirubin bilinen en giiclii lipofilik endojen antioksidanlardandir. Bu o6zelligi
Gilbert Sendromlu hastalarin genel olarak saglikli ve uzun bir Omiir siirmelerinin
aciklamasi olarak da kabul edilmistir. Ayrica yeni doganin fizyolojik sariliginda, ortaya
¢ikan bilirubin, bebegin biiyiik bir strese maruz kaldigi donemde 6nemli bir koruyucu
olarak gorev yapar. CO ise NO’e benzer sekilde cGMP aracili vazodilatasyona
yardime1 olur. Hem yikilmasi sonucu ortaya ¢ikan Fe'™ ferritin ile baglamr. HO-1
enzimi akut bir oksidatif stresten sonra hiicreleri koruyan en 6nemli enzimlerden biri
kabul edilmektedir. Onceleri bu enzimin sadece eritrositlerde gorev aldig: diisiiniiliirken
simdi tiim hiicrelerin igerisinde yapisal olarak oldugu ve hem grubu iceren onlarca
yapisal proteinin yikiminda gorev aldigi bilinmektedir. Tedavi boyunca LOPs kemik
iliginin mikro gevresinde metalloproteinaz (MP) salinimini aktive edebilir. Ozellikle
MP-9 aktivasyonu ile yasamsal kok hiicrelerin dolagima gegmesine yardimci olabilir.
Bu hiicreler dolasima gectikten sonra travma, iskemi veya dejenerasyonun oldugu
bolgeye cekilir. Boyle bir durumun ileri caligmalarla ortaya konmasi kok hiicre

tedavisinde ucuz, giivenilir ve son derece efektif bir alan ortaya koyabilir (20).

Ozon tedavisi ile saglanan akut oksidan stres ve olusturulan efektif biyolojik
yanitlar yaslanma, kronik enfeksiyonlar, diyabet, ateroskleroz, kronik yaralar,
dejeneratif siiregler ve kanserdeki kronik oksidatif stresi “tedavi edici sok” ozelligi

sayesinde homeostatik yone cevirebilir (49).

Babacan (126) ise ozonun kandaki farkli bir etkisinden bahsetmektedir; ¢cogu
kez metal paralar gibi birbirine yapisik hareket eden alyuvarlar, O; ile karsilasinca
ayrilir, sekil degistirir, diizenli swralar halinde daha hizli hareket etmeye baslarlar.
Yiizeyleri genislediginden fazla miktarda oksijen alan alyuvarlar viicudun ihtiyaci olan

bolgesine hizla ulasabilmektedir (126).

Kandaki eritrositler H,O,’y1 yok edebilmek icin GSH’1 GSSG’ye ¢evirir. Hiicre
GSH/GSSG oranma ¢ok duyarlidir ve bu orami eski seviyesine getirmek i¢in ya
GSSG’yi hiicre disma atar ya da NADPH ve askorbati harcayarak glutatyon rediiktaz
ile indirger. Oksidize NADP anahtar enzimin G6PDH olan pentoz fosfat yolunda
indirgenir. Ozonterapi sonrasinda ATP flretimindeki artisin nedeni aktive olan bu

pentoz fosfat yolundan mi yoksa fosfofruktokinaz enzim aktivitesindeki artistan mi1

45



kaynaklandig1 halen tartismalidir ancak eritrosit i¢inde pH’daki diisme sonucu (Bohr
etkisi) ya da 2,3-difosfogliserattaki artis neticesinde oksijen-hemoglobin disosiyasyon
egrisi saga kayar ve hemoglobinden dokulara oksijen gecisi kolaylasir (118). Bu,
ozellikle de iskemik dokulara oksijen taginmasmi ozonun kolaylastirdigimnin kanitidir

(20).

Kan ile ozon karistiktan sonra bol miktarda olusan oksijen, ¢oziinmiis olarak
ekstraseliiler siv1 ve eritrosit i¢i sivi arasinda denge olusturur. Daha sonra hemoglobine
baglanir, kandaki oksijen parsiyel basinci 40’tan 400 mm Hg’a kadar yiikselir. Ozon
gaz1 hizlica molekiillerle etkileserek radikaller olusturur. Ortaya c¢ikan oksijen
radikalleri plazmadaki ¢ift bagdan zengin molekiillerle (6zellikle stilfidril gruplariyla)
reaksiyona girerek hidrojen peroksit olusumuna neden olur. Hidrojen peroksit
organizmada bilinen en Onemli ikincil habercilerden bir tanesidir. H>O,’nin omrii
yaklasik birkag¢ dakika olup ortamdaki antioksidanlar ile notralize edilir. Ancak bu siire
boyunca plazmadaki ve hiicre zarlarindaki lipidlerle reaksiyon olusturarak LOP
olusumuna neden olurlar. LOP’ler ikincil mesajcilar olarak gérev yapip viicuttaki cok
sayida metabolik yolda role sahiptir. Buradan yola ¢ikarak biz de ¢alismamizda ozon-
kan karisimmin viicutta antioksidan ve oksidan durum fizerine kisa siirede etkisini

gozlemlemeyi amacladik.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. MATERYAL

Etik kurul
Caligmanin Helsinki deklerasyonuna ve etik kurallara uygunlugu Aralik 2011
tarthindeki 2011/12/139 sayih karara gore Ankara Atatirk Egitim ve Arastirma

Hastanesi tarafindan onaylanmaistir.

2.1.1. Ozon uygulamasi ve Orneklerin hazirlanmasi
Ozon tedavisi almak i¢cin Mayis-Eyliil 2012 tarihleri arasinda Medizone Saglik
Hizmetleri Ozon Tedavi Merkezi’ne basvuran hastalardan, 35 goniillii ¢aligmaya dahil
edildi. Calisma grubuna alinan kisilerin anamnezleri alindi1 ve bilgilendirme formlar1

dolduruldu. Hastalarin yaslar1 42,37+13,96 idi ve % 68,5°1 kadin idi.

Hastalar 10 dakika boyunca oturur pozisyonda dinlendikten sonra antekubital
venden “tedavi Oncesi kani” BD marka vakumlu diiz tiiplere alindi. Major
otohemoterapi i¢in hastadan yaklasik 100 mL kan alinip sitrath torbada biriktirildi.
Ayni torbaya 100 mL (kan ile esit hacimde) 10-20 pg/mL yogunlukta ozon/oksijen
gaz1 (Evozone Basic Plus, ALMANYA) ilave edildi ve 5 dakika boyunca kan ile
ozonun karigmasi saglandi. “Ozon + kan” karigimi dakikada 60-90 damla hizinda
dondre transflize edildi. Kanmn tamamai verildikten 10 dakika sonra diger koldan “tedavi

sonrast kan1” biyokimya tiiplerine alindi.

Ornekler tiip igerisinde pihtilastiktan sonra sogutmali santrifiijde 1500g’de 10
dakika santrifiij edilip 2 saat icerisinde biyokimya laboratuvarinda ¢aligildi.

Hem tedavi 6ncesi hem de tedavi sonras1 drnekleri ayni anda calisilarak ayni
kalibrasyonda degerlendirmeler yapildi. Calisilan testler ise AOPP (ileri Oksidize
Protein Uriinleri), IMA (iskemi Modifiye Albumin), TAS (Total Antioksidan Durum),
TOS (Total Oksidan Durum), TTL (Total Tiyol Seviyeleri), ARES (Arilesteraz

Enzimi), PON ( Paraoksonaz Enzimi), SPON (Stimiile Paraoksonaz Enzimi)’dur.
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2.1.2. Kimyasallar
Kullanilan biitiin kimyasallar analitik saflikta olup Sigmadan saglanmustir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda Tip 1 derecede saf su kullanilmastir.

2.1.3. Kullanilan cihazlar

Ozon gazi Evozone Basic Plus (ALMANY A) ile olusturuldu.

Reaktifler, Mettler Toledo ML 204/01 (ISVICRE) hassas terazisi ile tartilmustir.

Manyetik karistirict olarak IKA RCT basic (ALMANY A) kullanilmastir.

Tamponlarm pH’lar1 INOLAB pH730 (ALMANY A) pHmetre ile 6l¢iilmiistiir.

AOPP ve IMA testlerinin analizleri spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-
1800, JAPONYA) ile yapilmustir.

Otomatize edilen TTL, TAS, TOS, PON, SPON, ARES testleri ise
spektrofotometrik otomatik analizér ile (cobas 6000 c501, ROCHE, JAPONYA)

calisilmistir.

2.2. METODLAR

2.2.1. ileri Oksidize Protein Uriinleri (AOPP)

Bu test, hastalikla iliskili oksidatif stresin yeni bir belirtecidir. Lipidlerin tersine,
proteinlerin oksidanlarla reaksiyonu yaygin olarak calisiimamigtir. Oksidatif stres
sonrast proteinlerde disiilfit yapilarn olusmasiyla agregasyonlar meydana gelir.
AOPP’ler ise ditrozin iceren c¢apraz baglarin oldugu protein iriinlerdir. Buna bagl
olarak AOPP’ler, lipid oksidasyon iirlinleri yerine oksidatif stresin daha 1yi
belirte¢leridir.

AOPP Tayini Witko-Sarsat ve ark (127) tarafindan  gelistirilen
spektrofotometrik metodla gerceklestirildi.

Cozeltiler:
e Fosfat tamponu (PBS pH 7,4)
e Kloramin-T standartlar1 (10-200 pmol/L)
e Asetik asit
e Potasyum iyodiir (KI 1.16 mol/L)
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Caliyma:

Fosfat tamponu ile diliie (1:5) edilen serumun ve kloramin-T igeren standart
cozeltilerin (0- 200 umol/L) 400 uL’sine 200 pL Asetik asit ve 100 pL 1.16 mol/L
KI ilave edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra absorbanslar spektrofotometrede 340
nm dalga boyunda 6l¢iildii. AOPP diizeyleri, kloramin-T ekivalentlerine gore pmol/L

olarak belirlendi.

2.2.2. iskemi Modifiye Albumin (IMA)

Plazmanin antioksidan kapasitesinin 6nemli bir boliimiinii iire, iirik asit ve en
¢ok da albumin olusturur. Insan serum albumini invivo hipoksi, asidoz, serbest
radikal hasar1 sonucu degisiklige ugramaktadir. Oksidatif bir durumda albuminin =~ —
SH gruplar1 oksidasyona ugrar ve oksidasyona karsi plazmadaki ana sakrifikasyon
molekiilii olup lipoproteinleri hasardan korur. Okside olan albuminler de plazma
konsantrasyonlar1 degismeyecek sekilde hizlica ortamdan uzaklastirilir. Normal insan
serum albumininde hidroksil radikalinin etkisiyle N-Terminal bdlgesinde yapisal
degisiklik meydana gelir ve bu durumda iskemi modifiye albumin olarak isimlendirilen
yapiy1 olusturur. N-terminal bdlgesi yapisal olarak degisiklige ugramis IMA’ nin
normal insan serum albuminin aksine serbest metalleri baglama kapasitesi ¢ok duigiiktiir

(128).

IMA tayininde Bar- Or ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen yontem kullanildi.
Alblimin kobalt baglama testi olarak adlandirilan test; serum alblimini ile gecis

metali olan kobaltin baglanmas1 esasina dayanir (129).

Cozeltiler:
e NaCl(9g/L)
e Kobalt(II) kloriir hekzahidrat (CoCI2.6H20, 1 g/L)
e Dithiothreitol (DTT, 1,5 g/L)
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Prensip:

Alman serum Ornegine kobalt eklendi. Eklenen kobalt normal albumine ve
daha az olmak iizere IMA’ya N-terminal amino bdlgesinden baglanir. Serumdaki
baglanamayan IMA spektofotometrik yontemle dlgiildii. Bu 6l¢iimii yapabilmek igin
serbest kobaltla reaksiyona giren ve renk degisikligine yol acan Dithiothretiol (DTT)
ortama eklendi. DTT albumine baglanmis kobaltla reaksiyona giremez ve ortamdaki

baglanamayan serbest kobalt miktar1 IMA degerini yansitir.

Calisma:
Ornek Kor

Serum 200 puL -
Tip I Su - 200 uL
Albiimin Standarti - r
CoCI2 50 uL 50 uL

37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
DTT 50 uLL 50 uL

37 °C’de 2 dakika inkiibe edildi.
NaCl 500 uL 500 pL

Numune tiiplerinin absorbansi, kor tiipline kars1 470nm dalga boyunda 6l¢tildii

ve standart egrisine gore numunelerin degerleri ABSU (absorbans {inite) olarak verildi.
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2.2.3. Total Oksidan Durum (TOS)

Metabolik ve fizyolojik islemlerde ROS olusup zararlh etkileri enzimatik yada
non-enzimatik antioksidan sistemlerle notralize edilir. Bazi durumlarda oksidanlarda
artis, antioksidanlarda azalis olmasi engellenemez. Oksidatif/antioksidatif dengenin
oksidatif duruma dogru kaymasina neden olur (130). TOS in vivo total oksidan

durumun belirtecidir.

Reaktifler:
e Reaktif 1 (Tampon)
e Reaktif 2 (Prokromojen soliisyonu)
e Standard 1 (0,0 umol H,O>Equiv./L)
e Standard 2 (20 umol H,O,Equiv./L)

Prensip:

Kanda mevcut bulunan oksidan molekiiller, ferréz iyon-o-dianisidin
kompleksini ferrik olarak oksitler. Ferrik iyon, asidik ortamda xylenol orange ile renkli
bir kompleks olusturdu. Rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak 6lciiliip serumdaki
total oksidan miktar1 ile iliskilendirildi. Test, H,O,’ye gore kalibre edilir ve sonuglar

umol H,O,Equiv/L olarak degerlendirildi.

Calisma:

Numuneler Erel (2005) (131) tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik
yontemle otomatik analizorde calisildi ve 20 pmol H,O, Equiv./L’ye gore kalibre
edildi.

2.2.4. Total Antioksidan Durum (TAS)

Plazmadaki total antioksidanlarn varligim1 gosteren bir analizdir. Antioksidan
kapasite 6l¢iimii plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin kiimiilatif
etkisini yansitmaktadir. Bdylece Olciilebilen antioksidanlarin ayri ayri toplamindan

daha biitiin bir degerdir.  Bilinen ve bilinmeyen antioksidan kapasiteyi ve sinerjik
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etkilesimi Olctiigiinden dolay1 in vivo oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas

dengeyi kavramay1 saglar.

Reaktifler:
Reaktifler ticari kit olup Rel Assay, TURKIYE firmasindan temin edilmistir.
e Reaktif 1: Asetat tamponu
e Reaktif 2: Renkli ABTS radikali soliisyonu
e Standard 1 (0,0 mmolTrolox Equiv./L) (deiyonize su)
e Standard 2 (1,0 mmolTrolox Equiv./L)

Prensip:

Serum igerisinde mevcut olan antioksidanlar koyu yesil renkli ABTS radikalini
(2,2-azinobis- 3-etil-benzothiazolin—6-siilfonik asit) indirgeyerek renksiz olan rediikte
ABTS formuna dontistiiriir. Serumdaki Total Antioksidan Durumun diizeyine gore

degisen absorbans miktar1 660 nm’de dlgiildii.

Caliyma:
Numuneler Erel (132) yontemine gore ve otomatik analizorde ¢alisildi ve E

vitamini analogu olan 1,0 mmol Trolox Equiv./L ‘ye gore kalibre edildi.

2.2.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Plazmadaki pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dinamik dengeyi
gosterebilecek bir analizdir. Oksidatif stresin derecesini gdsteren bir indikator olup
TOS seviyesinin TAS seviyesine oraninin yiizdesidir. [(TOS, pmol total peroksit /L) /
(TAS, mmol troloks ekivalan/L)]*100
(133)
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2.2.6. Total Tiyol Diizeyleri (TTL)

Tiyol (-SH) gruplari, reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerine kars1 6nemli bir
koruyucudur. Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol gruplarmin oksidasyonuna yol
actig1 gosterilmistir. —SH gruplarinin disiilfitlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis
tiirevlere doniisiimii, radikal aragli protein oksidasyonunun en erken goézlenebilen

belirtisidir.

Reaktifler:

e Reaktif 1 (R1) ; Tris tamponu
o Reaktif 2 (R2) ; DTNB ¢ozeltisi
e Standard (Std) ; 200 uM GSH

Prensip:

Serumlardaki tiyol konsantrasyonlar1 Ellman tarafindan belirlenen, Hu
tarafindan gelistirilen yontemle 6lctildii. Metod serbest tiyol gruplarinin 5,5-ditiyo
bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile oksitlenmesi sirasinda olusan koyu sar1 renkli 5-
tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’in renk siddetinin 412 nm dalga boyunda 6lciilmesi
esasina dayanir (e412 = 13,600M-1cm-1) (134).

Calisma:
Erel tarafindan gelistirilen ve uzun siire stabil olan ticari kitlerle ¢aligilmistir.

Otomatik analizOre uyarlanan test 200 uM rediikte glutatyon ile kalibre edilmistir.

2.2.7. Arilesteraz (ARES)

Paraoksonaz ve Arilesteraz yalnizca lipoprotein kaynakli peroksitleri (kolesteril
linoleat hidroperoksitleri) hidroliz etmekle kalmaz, bunun yanisira hidrojen peroksiti
(H203) de hidroliz eder. PON1, doymamis yag asitlerinin hidroperoksi tiirevlerini
elimine ederek, kismen okside olmus fosfolipidleri de metabolize eder. Dolayisiyla

aslinda PON- 1 viicuttaki pek cok tiirde oksidan ile iligkilidir.
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Reaktifler:

Reaktifler ticari kit olarak temin edilmistir.

e Diluent Soliisyonu
e Reaktif 1

e Deiyonize su

e Reaktif2
o Reaktif 3
Prensip:

PON-1 enzim grubunda bulunan arilesteraz enzimi, fenil asetat1 fenol ve asetik
asit olarak {iriine ¢evirir. Olusan fenol, oksidatif olarak 4-aminoantipirin ve potasyum
ferrisiyanide baglanarak renkli bir bilesik olusturur. Fenil asetatin nonenzimatik olarak
hidroliz oran1 kor kullanilarak total hizdan c¢ikarildi. Renkli bilesigin molar
absorptivitesi 4000 M1 ¢cm'1 dir. 1 iinite arilesteraz aktivitesi, 37 °C’de 1 dakikada 1
mmol fenil asetatin hidrolize edilmesine esittir. Serum ARES aktivitesi kU/L olarak

ifade edildi (135).

Calisma:
Molar absorptivite kat sayis1 kullanilarak kinetik 6l¢iime gore konsantrasyonlar

belirlendi.

2.2.8. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz, HDL ile iliskili bir enzim olup oksidatif modifikasyonlara karsi
lipoproteinleri koruyarak antiaterojenik ve antioksidan fonksiyonlar1 vardir. Bununla
birlikte parokson gibi organofosfatlar1 ve yag asitlerinin aromatik karboksilik asit

esterlerinin hidrolizini de katalizler.

Reaktifler:
Reaktifler ticari olarak temin edilmistir.
e Reaktif 1 (Tris Tamponu)
e Reaktif 2 (Substrat Soliisyonu)
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Prensip:

Eckerson (136) yontemine gore calisildi. Birinci reaktifte tris tamponu ve PON—
1 enzimi i¢in kofaktdr olan kalsiyum iyonu bulunur. Ikinci reaktif ise yeni gelistirilmis
olup stabil substrat soliisyonu icerir. Ornek, reaktif 1 ile karistirilir ve sonra karisima
reaktif 2 eklendi. Paraoksondan p-nitrofenol olusumunun absorbansi lineer bir artis
gosterdi ve kinetik olarak oOlgiildii. Paraoksonun nonenzimatik olarak kendiliginden
hidroliz orant kor kullanilarak total hizdan c¢ikarildi. P-nitrofenol’iin  molar
absorptivitesi 18,290 M-1 cm-1 dir. 1 linite paraoksonaz aktivitesi, 37 °C’de 1 dakikada
1 mol paraoksonun hidrolize edilmesine esittir. Serum PON aktivitesi U/L olarak ifade

edildi.

Calisma:
Eckerson (1983) yontemine gore, Erel tarafindan gelistirilmis uzun siire stabil
reaktifler kullanildi. Molar absorptivite katsayisi kullanarak kinetik Olgiime gore

konsantrasyonlar belirlendi (136).

2.2.9. Stimiile Paraoksonaz (SPON)
PON o6l¢iimii i¢in kullanilan soliisyonlarmin aynis1 kullamildi fakat substrat
soliisyonunda fazladan 1M NaCl vardi. PON 0Ol¢imi ile ayni dlglim yOntemi

uygulanildi. Bu sekilde NaCl-stimiile paraoksonaz aktiviteleri tespit edildi.

2.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistik analizleri SPSS 11.5 programi (SPSS Inc., Software Chicago, IL,
USA) kullanilarak yapildi. Tedavi oncesi ve sonrasi gruplarin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi. Tim degiskenlerin normal
dagilima uygun olmasima gore veriler, Paired samples t testi ile analiz edildi. Seanslara
gore ayrrdigimiz gruplar ANOV A (One-way analysis of variance) testi ve Tukey testi
ile incelendi. Calismada elde edilen veriler Ortalama+SD olarak verildi. Sonuglar % 95

giiven araliginda, anlamlilik p < 0,05 diizeyinde degerlendirildi.

55



TAS (mmol Troloks ekiv/L)

3. BULGULAR

Calismamiza katilan 35 hastanin yas ortalamasi 42,37+13,96 idi. Katilimcilarin
% 68,5’1 kadin olup yas ortalamast 44,13+16,37 idi. Erkeklerin yas ortalamasi ise
38,55+4,80 idi. Bu kisilerin %37’si ise sigara kullaniyordu. Katilimcilardan % 63’{iniin
(22 kisi) tedavi i¢in higbir sikayeti olmamasina karsin, digerleri romatizmal hastaliklar
(4 kisi), tiroidit (2 kisi), hiperkolesterolemi (2 kisi), hipertansiyon (2 kisi), bel fitig1 (1
kisi), flebit (1 kisi) ve kronik yorgunluk (1 kisi) gibi ¢esitli nedenlerle ozon tedavisi

aliyordu.

Tedavi Oncesi ve sonrasinda elde ettigimiz serumlarda parametreler caligildi.
Buna gore; total antioksidan durumu goéstermek i¢in dlctiiglimiiz TAS, total oksidan
durumu analiz etmek i¢in Ol¢tiiglimiiz TOS ve her ikisinin denge durumunu gosteren

OSI degerlerinin ozona bagl degisikliklerinin sekilleri ve tablosu asagida verilmistir.
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Sekil 3-1: Ozon tedavisi dncesi ve
sonrast TAS Boxplot grafigi
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Sekil 3-2: Ozon tedavisi 6ncesi ve
sonras1 TOS Boxplot grafigi
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Sekil 3—-3: Ozon tedavisi 6ncesi ve sonras1 OSI Boxplot grafigi

Tablo 3—1: Tedavi 6ncesi ve sonrasinda TAS, TOS, OSI ortalamalartSD ve anlam

diizeyi
Tedavi dncesi Tedavi sonrasi Anlam diizeyi
(n=35) (n=35) ®
TAS
mmol Troloks ekiv/L 2,417+0,29 2,371+0,29 0,047
TOS
pmol H,0, ekiv/L 1,65+1,72 2,96+3.4 0,019
Osi
(TOS/TAS)*100 0,081+0,089 0,12+0,11 0,108

Yapilan istatistik analizine gore tedavi Oncesi antioksidan durumun belirteci
olan TAS degerleri 2,417+0,295 mmol Troloks ekiv/L iken, tedavi sonrasinda
2,371+0,29 mmol Troloks ekiv/L’ne diistii. Bu azalma istatiksel olarak anlamlidir
(p=0,047)( Tablo 4). Yine tedavi Oncesi oksidan durumu gosteren TOS degerleri
1,65+1,72 umol H,O, ekiv/L iken, ozonla muamele sonrasinda 2,96+3,4 umol H,O,
ekiv/L seviyelerine yiikseldi. Bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi
(p=0,019) (Tablo 4). Antioksidan durum ile oksidan durum arasindaki dengeyi gosteren
OSI’nin tedavi dncesinde 0,081+0,089 olan diizeylerinin, tedavi sonrasinda 0,12+0,127

olarak arttig1 goriildii. Ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,108).
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Ozon tedavisinin, protein oksidasyonu belirteci AOPP {izerine etkisi incelendi.
Buna gore tedavi oncesindeki AOPP degerleri 101,35+28,18 umol/L olarak olgiildii.
Ozonla tedavi sonrasinda ise 99,39+27,07 olarak olciildi (Sekil 7-4). AOPP
degerlerinde ozon sonrasinda hafif azalis olsa da bu azaligin istatistiksel bir anlami

olmadig goriildi (p=0,533) (Tablo 3-2).
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Sekil 3—4: Ozon tedavisi 6ncesi ve sonrasit AOPP grafigi

Oksidatif durumlarda fonksiyonu degisen albumini IMA parametresi ile
degerlendirdik Buna gore; tedavi oncesinde hastalardan alman &rneklerde IMA
0,815+0,27 ABSU iken, ozon tedavisi alan hastalarm IMA degerleri 0,943+0,22
ABSU’ya yiikseldi. Bu fark istatistiksel olarak da anlamli idi (p=0,005) (Tablo: 3-2)
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Sekil 3-5: Ozon tedavisi dncesi ve sonrast IMA grafigi

Ozon gibi 6nemli bir oksidan molekiiliin antioksidan molekiillere etkisini
arastirmak i¢in calistirdigimiz TTL testi, tedavi oncesinde 200,25+23,09 umol/L iken
tedavi sonrasinda 190,94+29,26 umol/L seviyesine diistii, bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0,021)(Tablo 3-2).
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Sekil 3—6: Ozon tedavisi 6ncesi ve sonras1 TTL grafigi
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Asagida Tablo 3-2°de AOPP, IMA ve TTL’nin tedavi 6ncesinde ve sonrasinda

ortalamalar1 ve bu ortalamalarin anlam diizeyi gosterilmistir. Buna gore AOPP’de

anlam fark1 olmamasina karsin, IMA ve TTL’de ortalamalarm farki anlamlrydh.

Tablo 3-2: Tedavi dncesi ve sonrasinda AOPP, IMA, TTL ortalamalar1 £SD ve anlam

diizeyi
Tedavi dncesi Tedavi sonrasi Anlam diizeyi
(n=35) (n=35) @
AOPP pmol/L 101+28 98+27 0,533
IMA ABSU 0,815+0,27 0,943+0,22 0,005
TTL pmol/L 200423 186429 0,021

Antioksidan enzimlerden PON, SPON ve ARES parametreleri tedavi dncesi ve
sonrasi serumlariyla ¢alisildi, sonuglar asagida gosterildigi tizere istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Elde edilen verilere gore ozon tedavisi almadan Onceki duruma ait serum
orneklerinde PON seviyesi 196,2495,7 iken ozon tedavisi sonrasinda 170,2+93,9

seviyesine diistii. Bu diistis istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,0001) (Tablo 6).
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Sekil 3-7: Tedavi dncesi ve sonras1 PON seviyeleri
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SPON degisimlerine baktigimizda ise tedavi almadan once 502,8+305,3 olan
durum ozonla muamele sonrasinda hastalardaki SPON seviyesi 469,2+281,4 U/L’ye
kadar azalis gosterdi. Istatistiksel olarak degerlendirdigimizde azalism anlamli oldugu

goriildii (p<0,0001) (Tablo 6).
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Sekil 3-8: Tedavi dncesi ve sonrast SPON seviyeleri

Bir diger PON-1 yapisinda bulunan ve antioksidan fonksiyonlar1 olan ve ARES
enzimi, tedavi oncesindeki 226,9+80,77 kU/L’den tedavi sonrasinda 197,5+69,02 kU/L
seviyelerine diismiis olup istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,0001) (Tablo 3-3).
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Sekil 3-9: Tedavi dncesi ve sonrast SPON seviyeleri
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PON, SPON ve ARES’in tedavi Oncesi ve sonrasmda ortalamalari ile bu

ortalamalar arasindaki anlam farklar1 agagidaki tablolarda belirtilmistir.

Tablo 3-3: Tedavi 6ncesi ve sonrasinda AOPP, IMA, TTL ortalamalari=SD ve anlam

diizeyi
Tedavi dncesi Tedavi sonrasi Anlam diizeyi
(n=35) (n=35) ()
PON (U/L) 196495 170493 <0,0001
SPON (U/L) 503+305 469+281 <0,0001
ARES (kU/L) 227+80 197+69 <0,0001

Seans Sayisimin Tedaviye Etkisi

Katilimcilar seans sayisina gore “ilk kez”, “2—10 seans arast” ve “l10 seans
sonrast” olmak iizere 3 gruba ayrildi
e Katilimcilardan 7’si ilk kez ozon tedavisi ald1 (Grup 1).
e 18’1 tedavi siirecinde olup her 3 giinde bir ozon tedavisi aliyordu (Grup
2).
e 3 gilinde 1 ozon tedavisi alarak 10 seansi tamamladiktan sonra ayda 1
kez ozon tedavisi alan kisi sayist ise 10°du (Grup 3).

Calistigimiz ~ parametreleri  hastalarmm  aldi§i  seans  sayismna  gore
degerlendirdigimizde sadece IMA’da anlaml bir fark goriildii. ANOVA ile yaptigimiz
analizde hem seans uygulamadan 6ncekilerde (p=0,017) hem de seans uyguladiktan
sonrakilerde (p=0,005) gruplar arasinda IMA degerlerinde anlamli fark vardi. Buna
gore seans sayilar1 degistikce, IMA seviyelerinde de degisiklikler olmustur. Bu
degisiklik tedavi oncesindeki IMA’larda da tedavi sonrasindaki IMA’larda da farkliydi.

Diger testlerde ise artis ya da azalista seanslarin 6nemli bir etkisi yoktu (Tablo 3—4).
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Tablo 3—4: Testlerin tedavi dncesi ile sonrasina géore ANOV A analizi

ANOVA

Gruplar

arasi (Ortalama)’ | Anlam Farki (p)
Seans oncesi 220 0,769
Seans sonrasi AOPP 821 0,336
Seans oncesi . 1088 0,017
Seans sonrasi IMA 893 0,005
Seans oncesi TTL 1332 0,079
Seans sonrasi 1459 0,184

* p< 0,05 seviyesinde ortalama farklari 6nemlidir.

1001

801

601

401

201

Bl s6_ima
0 . . M ss_ima

N= 7 7 18 18 10 10

Grup 1 Grup 2 Grup 3
SFANS GRUPILARI

Sekil 3-10: Seans sayisinin IMA’ya etkisi

Yaptigimiz varyans analizine gore seanslar arasinda IMA testine gore anlam
farklilig1 oldugu goriildii. Farkin hangi seans gruplar1 arasinda oldugu Tukey testi ile
degerlendirildi. Bu yonteme gore, 10 seanstan fazla ozon tedavisi alanlarda ilk kez
alanlara gére (p=0,018) ve de 2—10 seans alanlara gére (p=0,075) seans dncesi IMA
seviyesi istatistiksel olarak 6nemli derecede diisikk bulundu (Tablo 3-5). Bununla
birlikte yine 10°dan fazla ozon seansina katilanlarin seans sonras1 IMA seviyeleri de ilk
kez ozon tedavisi alanlara gore (p=0,004) ve 2—-10 seans arasi ozon tedavisi alanlara

gore istatistiksel olarak 6nemli derecede (p<0,05) diisiik bulundu (Tablo 3-5).
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Tablo 3-5: Seanslarin tedavi dncesi ve sonrasina etkisini gosteren Tukey analizi

"Coklu Karsilastirma (Tukey testi)
Degisken Sg‘:luspo SET:ISPS Ortalama Farki (A-B) |Anlam Diizeyi (p)

Seans oncesi IMA 1 2 8,18 0,464
3 21,93 0,018

2 1 -8,18 0,464

3 13,75 0,075

3 1 -21,93 0,018

2 -13,75 0,075

Seans sonrasi IMA 1 2 8,93 0,228
3 20,34 0,004

2 1 -8,93 0,228

3 11,41 0,054

3 1 -20,34 0,004

2 -11,41 0,054

* p< 0,05 seviyesinde ortalama farklari 6nemlidir.
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4. TARTISMA

Ozon (O3) kararsiz yapili bir molekiildiir ve yaklasik 20 dakika icerisinde daha
kararli olan oksijene doniisebilir. Saf suda hemen c¢oziinerek O, gazi olusturmasina
ragmen, biyolojik sivilarda organik ve inorganik molekiillerle reaksiyona girerek

serbest radikallerin olusumuna neden olur (137).

Sivilardaki ¢oziintirliigii olduk¢a fazla olan ozonun bir kismi plazmada bulunan
antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin miktarin1 azaltir. Bu anlik olaylar
sirasinda ¢esitli ROS da olusabilmektedir. Bu radikallerin yar1 6mrii ¢ok kisa oldugu
icin, kan daha hastaya geri verilemeden, yani ototransflizyon esnasinda 6nce ortadan

kaldirilarak yerlerini lipit oksidasyon triinlerine birakirlar.

MAH esnasinda uygulanan ozon/oksijen karigimindaki ozon, afinite sirasiyla
coklu doymamis yag asitleriyle, antioksidanlarla ve sistein gibi siilthidril (SH) grubu
tasiyan tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozonun miktarina bagh olarak
karbonhidratlar, proteinler (dolayisiyla da enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan
etkilenebilir. Tiim bu bilesikler ozon karsisinda elektron dondrii gibi davranarak
oksitlenirler. Sonugta siiperoksit, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi ROS olusur.
Bu reaksiyonlardan en Onemlisi doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Lipit
oksidasyon iirlinlerinin yar1 Omiirleri saatlere varabilmektedir. ROS’un 6mrii ise ¢ok
kisa olmasina ragmen LOP olusumuna neden oldugu i¢in ozonun gecikmis etkilerinden
de sorumlu tutulmaktadir. Uzun yar1 dmiirlerinden dolayr bu iirlinler ototransfiizyon

yoluyla dokulara ulagarak buralarda ¢esitli biyolojik etkiler gosterirler (48).

Otohemoterapi uygulamalar1 sirasinda plazmada ¢oziinen ozon burada bulunan
antioksidanlar (bilirubin, askorbik asit, SH grubu tasiyan glutatyon ve albumin) ile
reaksiyona girerek konsantrasyonlarini azaltmaktadir (138). Diger taraftan, MAH
sonucu ortaya c¢ikan ROS artis1 ve antioksidanlarin azalmasi gegici bir durumdur.
Boccei ve ark. yaptiklar1 caliymada degisik dozlarda (20, 40, 60, 80 pug/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 dondiigiinii tespit etmislerdir (21). Antioksidanlar ¢ok hizli bir sekilde
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tilkkense de dehidroaskorbat, GSSG, o-tokoferil radikali ve lipoat dongiileri sayesinde

tekrar normal konsantrasyonlarina donebilirler (48).

Tedavi esnasinda plazmada konsantrasyonu artan hidrojen peroksit kolayca
hiicrelerin i¢ine diffiize olur. HO, her ne kadar hiicre i¢ine fazla miktarda girmis olsa
da; burada var olan serbest GSH, GSH-Px ve katalaz yoluyla rediikte edilerek ancak

birka¢ mikromol konsantrasyonda kalir (139).

Oksidan molekiillerin hiicrelerde SOD, GSH-Px, GSH-Rd ve katalaz gibi
antioksidan nitelikli enzimlerde upregulasyon yaptigi belirtilmistir. Bu olaylar LOP
molekiillerinin hiicre ¢ekirdegine girip promotorlar1 aktivasyon/inaktivasyon yapmalari
halinde gerceklesmektedir. Zhang ve ark, HNE molekiillerinin glutamat sistein ligaz
ekspresyonunu indiikleyerek hiicre igerisinde antioksidan savunmada onemli bir role

sahip olan glutamati arttirdigimi gostermislerdir (140).

Onemli bir haberci olan H,O,, kandaki mononiikleer hiicrelerin sitoplazmasina
girerek sisteinli yapilar1 oksitler ve tirozin kinazi aktiflestirir. Bu yolla transkripsiyon
faktorlerinden NF «B faktoriinii fosforilleyerek p50+p65 adli heterodimer yapisinin
salinimin1 saglar (2). Bu kompleks, niikleusa dogru hareket eder ve ¢ok sayida protein
sentezinden sorumlu olan yiizlerce genin aktivitesini baglatir. Hiicre tipine gore
apoptozisten hiicre Sliimiine kadar ¢ok sayida fonksiyon gosterirler. Iddiaya gore
infeksiyoz hastaliklar, vaskular bozukluklar, immiin sistemin baskilanmasi, dejeneratif
hastaliklar, ortopedik patolojiler vb gibi durumlarda ozon, tedavi edici 6zelligini

yukarida bahsedilen etkileri ger¢eklestirerek saglar (30).

Bocci’ye gore ozon tedavisi siiresince LOP, akut oksidatif stresér olarak
davranarak kemik iliginde metalloproteinazlarin salinmasmna neden olur.
Metalloproteinazlardan 6zellikle MP-9, yasamsal kok hiicrelerinin dolasima ge¢mesini
saglar. Bu hiicreler dolasima katildiginda ise travma ya da iskemik dejenerasyonun
oldugu hasarli bolgelerde gorev alir (2).

Ancak tiim bu reaksiyonlarin olusabilmesi i¢in ozonun yeterli miktarda oksidan

molekiilleri tiretmesi gerekir.
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Yaptigimiz ¢aligmaya gore ozon tedavisi yapildiktan sonraki 10. dakikada
alman numunelerdeki total oksidan durumun (TOS) tedavi Oncesine gore anlamli
diizeyde artmasi, ozonun oksidan yapili oldugunu ve viicuttaki molekiilleri
oksitleyebildigini gostermistir. Bununla beraber serumda mevcut antioksidan miktarini
gosteren TAS, tedavi sonrasinda anlamli diizeyde azalmistir. Ozonun ilk olarak kanla
muamelesinde olusan H,0O,, hizlica ortamdan uzaklastirilmaya c¢alisilir. Bunu
gerceklestirebilecek yetenekte olan molekiiller ise antioksidanlardir. H,O,, plazmada
bulunan albumin, {irik asit, bilirubin, glutatyon, a-lipoat, a-tokoferol, askorbat gibi
molekiiller araciligiyla HO’ya doniistiiriiliir. Her ne kadar in vivo ortamda yiiksek
miktarda antioksidan molekiiller olsa da ozon, TAS seviyesini anlamli diizeyde
distiirmiistiir. Tedavi sonrasindaki TOS diizeyindeki anlamli artig ise ozonla olusan
ROS ve devamindaki LOP olusumunun gostergesidir. Bu artis, ozonun fonksiyon
gostermesi icin gereklidir. Bocci’ye gore ozon ile oksidan molekiillere maruz kalmak,
SOD, GSH-Rd, GSH-Px, katalaz gibi hiicrelerin antioksidan savunmasini saglayan
enzimlerin upregiilasyonunu uyarir. Ayrica yaslanma, kronik enfeksiyonlar, diyabet,
ateroskleroz ve kanser gibi kronik oksidatif strese sebep olan durumlarda ozon ile
aniden oksidasyonun artmasi ve antioksidanlarin azalmasma bagl terapotik sok,

bozulmus oksidatif stres dengesinin tekrar kurulmasini saglar (2).

Plazmadaki antioksidanlardan miktar olarak en fazla olan1 albumindir.
Plazmadaki molekiillerin biiyiikk ¢cogunlugunu protein, protein yapilarm ise %60’ mn1
albumin olusturur. Dolayisiyla albumin, viicuttaki en 6nemli antioksidandir denilebilir.
Bir ¢ok calismada primer olarak Kobalt, Bakir ve Nikel gibi metallerin albuminin
amino terminali tarafindan dogrudan baglanabildigi gosterilmistir (141). Ortamda
reaktif oksijen tiirlerinin (H,O,, OH", ‘O,) olmas1 halinde ise albuminin N-terminal
bolgesi bir takim biyokimyasal degisimlere ugramaktadir. Olusan bu yeni yap1 IMA
olarak adlandirilir. IMA’nin serbest metallere olan baglanma kapasitesi normal serum
albuminine gore oldukca diisiiktiir (142). Oksidan molekiil olan ozon ortamda yeterince
ROS olusmasmi saglamaktadir. Yaptigimiz calismada ozon, tedavi sonrasmda IMA
seviyesini onemli derecede artwrmistir. Bunun anlami albuminler, ozon tedavisinde
olusturulan serbest radikallerden etkilenip fonksiyonlarinda azalma gostermislerdir.
Artan IMA seviyeleri, plazmada oksidan bir durum oldugunu ifade etmektedir. Ozonun

da etkisini gostermesi, siiper oksit radikallerini olusturmasiyla baslar.
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Tiyol gruplari, reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerine karsi onemli bir
koruyucudur. Tiyollerin plazmada yiiksek diizeyde olmasi; glutatyonun yani sira,
basta alblimin olmak {izere, plazma proteinlerinde bulunan sistein ve metiyonine
baghdir. Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol gruplarinin oksidasyonuna yol agtigi
gosterilmistir. —SH gruplarmin disiilfitlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis tiirevlere
dontistimii, radikal aragl protein oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisidir
(143). Plazma tiyol diizeylerinin tayini, proteinlerin ROS aracili oksidasyondan ne denli
etkilendiklerini gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir (117). Ozon ise, radikal
Ozellik tasimamasina karsm, florin ve persiilfattan sonra, bilinen en gii¢lii {li¢lincii
oksidan maddedir. Calismamizda oksidan olan bu molekiilin kanla etkilesimi
sonrasinda TTL seviyelerini anlaml diizeyde azalttigmi gozlemledik. Plazmada bol
miktarda bulunan total tiyol molekiilleri oksitleyici ozonun olusturdugu serbest
radikalleri1 ortamdan siipiirmek i¢in siilfit yapilarmi kullanarak disiilfit forma

doniismiistiir.

Proteinler, oksidanlara maruz kaldiklarinda bir¢ok kovalent degisiklige ugrar.
Bu degisiklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilii tizerine direkt etkileri
sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent
baglanmas1 ile meydana gelir. Oksidatif stres sonrasi proteinlerde disiilfit yapilarin
olugsmastyla agregasyonlar olusur. AOPP’ler oksitlenme ile meydana gelen ditrozin
iceren ¢apraz baglarin oldugu protein iriinler olup lipid oksidasyon iiriinlerine kiyasla
oksidatif stresin daha 1iyi belirtegleridir (72). Bu durum; ROS ile miicadelede
proteinlerin fonksiyonlarmmin degistigi gibi denatlirasyona da ugrayabildiklerini
gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismada tedavi sonrasinda artan IMA ve azalan TTL
konsantrasyonlar1 protein yapilarin fonksiyonlarmin azaldigini belirtir. Calismamiza,
ozon tedavisinin ileri oksidasyonla fonksiyonu bozulan proteinleri denatiire edip
etmedigini gérmek i¢in AOPP’yi de ekledik. Buna goére tedavi sonrasinda AOPP
diizeylerinde artis olsa da, istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu da okside olan
proteinlerin denatiire olmadigini, irreversibl olarak oksitlenmedigini, antioksidanlar

araciligiyla tekrar rediiktlenebilecegini gosterir.

Oksidanlara kars1 savunma yalnizca molekiiller ile degil enzimlerle de

gergeklesir. Paraoksonaz, paraoksonazin sodyumla stimiilasyonu ile degerlendirilen
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uyarilmis paraoksonaz ve arilesteraz, serumdaki fonksiyonlar1 az bilinen
antioksidanlardandir. Bu enzimlerin genellikle okside LDL ve HDL ile olan iligkileri
bilinir ve bu konular hakkinda onlarca yaym yazilmistir. Bu yaymlarin konusu
PONT’1n lipit peroksidasyonunu azalttigi, LDL ve HDL’yi oksidasyondan korudugu ve
bu 6zelligi ile ateroskleroz riskini de azalltigi yoniindedir (144,145). Ancak oksidatif
stres altinda sadece lipoproteinler degil, hiicrenin yapisindaki lipidler de lipid
peroksidasyonuna ugramaktadir. Ozonun viicuttaki molekiillerle reaksiyonu sonrasinda
olusan H,O, ve LOP ileri donemde diger molekiillerin denatiirasyonuna ve hatta hiicre
Oliimlerine neden olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle okside lipidlerle miicadele eden

antioksidanlarin 6nemi ¢oktur.

Yaptigimiz ¢alismada gorevleri az bilinen bu antioksidan enzimlerin ozon
verilmesi gibi akut bir durumda ne denli etkilendigini inceledik. Tedaviden yaklasik 10
dakika sonrasinda alman kanda enzimlerin aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldigim1 gozlemledik. Bazi c¢alismalarda oksidatif streste oksidan
molekiillerin PON1 enzimindeki siilfidril gruplar1 ile etkilesime girerek enzimin
inaktive olmasima yol ac¢tigi bildirilmistir (146). Calismamizda oksidan ajan olan
ozonun neden oldugu enzim aktivitesindeki azalmanin sebebinin enzimlere antioksidan
gorevi veren siilfidril gruplarinin yapisindaki degismeler nedeniyle oldugunu diistindiik.

Ancak bu inaktivasyonlar, oksitleme ile olan terapotik sok i¢in 6nemli ve gereklidir.

Calismamizin  bir bagska kolu da seanslara bagli olarak varyanslarin
incelenmesiydi. IIk kez ozon tedavisi alanlarda, 2-10 seans arasi ozon tedavisi
alanlarda ve 10+ ozon tedavisi alanlarda hem seans oOncesindeki hem de seans
sonrasindaki varyanslar istatistiksel olarak analiz edildi. Elde ettigimiz bulgulara gore;
10 seanstan daha fazla tedavi alanlarda tedavi oncesinde de, tedavi sonrasinda da IMA
seviyeleri diger seans sayilarma gore anlamli diizeyde diisiiktii. IMA, oksitlenmis ve
fonksiyonu bozulmus albumin olup katilimcilarda ozon tedavileri boyunca seviyeleri
artmustir. Ancak 10 seans sonrasinda ise IMA seviyeleri diisiise gegmistir. Esasen ozon
tedavisin amaci1 periyodik seanslarla viicudu oksidan molekiillerle tanistrmak ve
“hormesis” adi verilen gergekte toksin olan bir molekiiliin, toksik olmayan dozda
kullanilmasiyla olumlu reaksiyon gosterecek sekilde organizmanin uyartilmasini

saglamaktir. 10 seanstan sonrasinda anlaml diizeyde IMA diisiikliigii de, ilk seanslarda
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artts olmasma ragmen, zamanla viicutta antioksidan yapilarin stimiile olarak ve
albuminleri oksidan molekiillerden korumasina bagli olarak azalmasi seklinde

aciklanmastir.

Sonug olarak ozonun molekiiler, fizyolojik ve klinik etkilerinin ortaya ¢ikmasi
icin serbest radikallerin olusturulmasi1 gerekir. Artik “ROS her zaman zararhdir"
hipotezi yerine immiin cevapta, konak savunmasida 6nemli medyatorler oldugu;
sinyal iletiminin diizenlenmesinde gorevlerinin oldugu bilinmektedir. Hidrojen
peroksit, en 1iyi1 bilinen ROS olup genel kabul gOérmiis, ana hiicre i¢i sinyal
molekiillerindendir. H,O, diisiik dozda oldugunda yukarida sayilan etkileri
gosterebilmektedir ancak yiiksek dozda olmasi halinde ise hiicre Gliimlerine ya da
karsinogenezise sebep olabilir. Antioksidan molekiillerin plazmadaki zararl seviyedeki
yiiksek ROS konsantrasyonlarin1 asagi1 c¢ekerken, kendi konsantrasyonlar1 da
diismektedir. Fakat H,O, ve LOP sekonder mesajcilar olarak hiicre zarindan kolaylikla
gecip, antioksidan enzimlerin upregulasyonunu saglar. Ozon tedavisi ile saglanan bu
akut oksidan stres ile olusturulan efektif biyolojik yanitlar yaslanma, kronik
enfeksiyonlar, diyabet, ateroskleroz, kronik yaralar, dejeneratif siirecler ve kanserdeki
kronik oksidatif stresi “tedavi edici sok” Ozelli§i sayesinde homeostatik yone
cevirebilir. Burada 6nemli olan az fakat yeterli miktarda doz maruziyetidir. Modern
tibbin kurucularindan Paracelsus’un (1493—1541) dedigi gibi “Herseyde zehir vardir ve
hi¢birsey zehirsiz degildir. Bir seyi, zehir yada ila¢ yapan onun dozudur” (147).
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