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OZET

Bu caligmada, deneysel artrit sigan modelinde 20-50 pg/ml yogunlugunda ozonun
rektal yolla uygulanmasiin romatoid artrit (RA)’da tedavi edici bir etki olusturup
olusturmadigi ve DNA hasarina neden olup olmadig1 incelenmistir. Bu amagla Wistar
Albino siganlarda Complate Freud Adjuvant (CFA) ile artrit olusturuldu. Artrit
gelistikten sonra hayvanlarin bir kismina birinci hafta 0,5 mg/kg, ikinci ve {icilincii
hafta 1,25 mg/kg yogunlugunda ve 5 ml gaz hacminde rektal yolla ozon uygulandi.
Ozon uygulanmayan diger hayvanlara ise rektal stres yasatildi. Bu siire boyunca tiim
hayvanlarin gorsel skorlama, pencge cap ve agirlik 6l¢timii yapildi. Calismanin sonunda
hayvanlar sakrifiye edilip, doku ve kan Ornekleri alindi. Alinan kan 6rneklerinden
alkali komet yontemiyle DNA hasar1, sedimentasyon, TAS ve TOS analizleri yapildi.
Dokular ise histopatolojik olarak hiicresel infiltrasyon ve kemik rezorbsiyonu
acisindan incelendi. Calisma sonuglarina gore ozon uygulamasina bagl olarak; gorsel
skorlamada hastaligin klinik seyrinde anlamli bir degisiklik meydana gelmedi.
Hiicresel infiltrasyon ve kemik rezorbsiyonunda anlamli bir iyilesme gostermedi.
Rektal ozon uygulamasi artrite bagli olarak artmis olan sedimentasyon degerlerinde
belirgin bir sekilde azalma gosterdi. Artrite bagli olarak artmis olan DNA hasarinda
ozon uygulamasi ilave bir artis olusturmadi. Ozon uygulamast TOS degerlerinde
beklenilenin aksine anlamli azalma meydana getirirken, TAS degerlerini artirdi. Sonug

olarak: RA’da rektal ozon uygulamasinin tedavi edici bir etkisi gdzlenmedi.

Anahtar Sozciikler: Romatoid artrit, Ozon, DNA hasari, Komet yontemi, TAS
ve TOS.
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ABSTRACT
Effect of Ozone Administration in Experimental Arthritis

In this study, we investigated whether rectal administration of ozone at a
concentration of 20-50 pg/ml in experimental arthritis rat model has a therapeutic
effect on RA and causes DNA damage. For this purpose, arthritis was created by
Complate Freud Adjuvant (CFA) in Wistar Albino rats. After the development of
arthritis, some animals were treated with rectal ozone at a concentration of 0,5 mg/kg
in the first week, a density of 1.25 mg / kg and a volume of 5 ml in the second and
third weeks. Other animals without ozone were subjected to rectal stress. Visual
scoring, paw diameter and weight measurement of all animals were performed during
this period. At the end of the study, the animals were sacrificed and tissue and blood
samples were taken. DNA damage, sedimentation, TAS and TOS analyzes were
performed by alkaline comet method. Tissues were examined histopathologically for
cellular infiltration and bone resorption. According to the results of the study; There
was no significant change in the clinical course of the disease in visual scoring. There
was no significant improvement in cellular infiltration and bone resorption. Rectal
ozone application significantly decreased sedimentation values due to arthritis. Ozone
application did not cause an additional increase in DNA damage due to arthritis. Ozone
administration resulted in significant decrease in TOS values contrary to expectations
and increased TAS values. Conclusion: Rectal ozone application didn’t have a

therapeutic effect in RA.

Key Words: Rheumatoid arthritis, ozone, DNA damage, comet assay, TAC and
TOS.
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1. GIiRiS VE AMAC

RA en sik goriilen inflamatuar eklem hastalig1 olarak, diinya niifusunun %]1'ini
etkilemekte olup; sinoviyal eklemleri hedefleyen, kalici yiiksek dereceli sistemik
inflamasyon ile karakterize olan ve eklem dis1 bulgulara yol acan kronik otoimmiin bir
hastaliktir (Ozsoy ve ark., 2006; Lazzerini ve ark., 2016).

Hastaligin baglatilmasi, T ve B lenfositlerinin diizensizligini icerir ve bu da
lenfositlerin kendi kendine toleransi bozar ve yine kendi kendine antijenlere karsi
bagisiklik yanit olusturur (Liu ve ark., 2015).

Tedavide kullanilan ¢ogu ajanlarin etki mekanizmasi tam olarak bilinmediginden
tedavi biiylik oranda yanitsiz kalmaktadir. Tedavi edici girisimlerin hi¢ birinin tam
lyilesme saglamamasi nedeniyle uygulanan tedaviler hastaligin belirti ve bulgularin
rahatlatmaya yonelik palyatif tedaviler olarak degerlendirilmektedir (Harris ve ark.,
2006). Romatoid artrit tedavisi i¢in elverisli biyolojik ajanlara ragmen, tiim hastalar
bu terapilere uyum gosteremeyip, yanit veremeyebilir. Bu uygulamalarin belirli bir
etkisi olsa da, sinirlamalar1 oldugundan dolay1 farkli tedavi mekanizmalarina sahip
yeni ajanlara olan ihtiya¢ vardir (Liu ve ark., 2015).

Ozon uygulamasi tamamlayici tedavi yontemidir ve bir¢ok hastaligin tedavisinde
yaklagik 30 yildir yaygin olarak kullanilmaktadir. Literatiirde O3 tedavisi ile ilgili
caligmalar, inflamatuar siire¢lerin 6n planda oldugu hastaliklar tizerinde siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. Eklem hastaliklari, O3 tedavisi kullanilarak RA da dahil olmak
tizere umut verici bazi sonuglar gdstermistir. Bununla birlikte, O3 tedavisiyle ilgili pek
cok soru vardir; etkinligi, terapotik mekanizmalar1 ve optimal konsantrasyonlar1 gibi.
Bu faktorler O3 tedavisinin genis klinik kullanimini biiytik 6l¢tide sinirlandirmaktadir

(Ma ve ark., 2010; Chen ve ark., 2013; Kaya ve ark., 2017).

Hentiz belirlenmis bir tedavi yontemi bulunmamasindan ve O3 tedavisinin DNA
hasarina neden oldugunun bilinmesinin yani1 sira oksidan/antioksidan kapasiteye
etkilerinden dolay1 yine de bir tedavi yontemi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun
sebebi ise O3, yiiksek dozlarda uygulandiginda toksiktir, daha diisiik dozlarda ise anti-
inflamatuar ve anti-oksidan sistemleri aktive eder, kanla karsilastiginda, hizla ¢6ziiniir
ve afinite diizeninde, sistein gibi siilfhidril grubu (SH) tasiyan doymamis yag asitleri,
antioksidanlar ve tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda serbest

oksijen radikalleri ve lipit oksidasyon iirtinleri (LOP) iiretilir. Reaksiyonun devaminda



16kosit ve endotel hiicrelerinde interlokin, interferon ve biiylime faktorlerinin
salgilanmasini saglar. Boylece immiin sisteminin diizenlenmesinde yer alir (Kaya ve
ark., 2017). Ozon uygulamasinin immiin sistem {izerindeki bu etkilerinden dolay1

gelistirilen deneysel artrit modelinde DNA hasar1 inceledik.
Yapilan ¢alismada:

I- Yalnizca artritli sigan ve ozon uygulanan artritli sican gruplar ile
saglikl sicanlarin, penge 6l¢timii ve gorsel artrit skorunun kiyaslanmast,

2- Yalnizca artritli sigan ve ozon uygulanan artritli sican gruplan ile
saglikli sicanlardan elde edilen kan 6rneklerinden TAS-TOS, sedimentasyon
ve comet assay ile DNA hasar1 analizlerinin degerlendirilmesi,

3- Yalnizca artritli sican ve ozon uygulanan artritli sican gruplar ile
sagliklt sicanlardan elde edilen kemik ve eklem dokularinda hiicresel

infiltrasyon ve kemik rezorbsiyonunun degerlendirilmesi.



2. GENEL BIiLGILER
2. 1. Romatoid Artrit

RA ilerleyici eklem hasari, agri, yorgunluk, hareketlilikte azalma ve giinliik yasam
aktivitelerini gergeklestirmede zorluga yol agmanin yani sira erken dliimlere neden
olan, sistemik, otoimmun, yangisal bir hastaliktir. Diinya niifusunun % 0.5-1’ini
etkilemesi ve en sik karsilasilan artrit tipi olmasi, RA’nin 6nemini daha da
artirmaktadir. Hastaligin etkisi, aile hayati, sosyal iliskiler, is hayati gibi yasamin tiim

alanlarinda goriilebilir (Altan ve ark., 2004; Mateen ve ark., 2016).

RA dolasim ve solunum sistemleri, goz, tiroid bezi gibi bir¢ok farkli dokuyu
etkilemesiyle birlikte tipik olarak kiiciik ve orta biiyiikliikteki eklemlerin simetrik
olarak tutulumuna neden olur. Romatoid artrit’te birincil lezyon sinovittir; burada
bagisiklik hiicreleri sinovyumu istila eder ve buna bagli olarak meydana gelen yangisal
'pannus' olusumuna yol acar. Normal sinovyal sivida mononiikleer hiicre varken,
romatoid artritli sinovyal sivida baskin hiicre, polimorfoniikleer 16kositler (PML)'dir.
Polimorfoniikleer l6kositlerde, fagositoz esnasinda siiperoksit anyonlar meydana
gelmekte ve bu anyonlar, bag dokular1 {izerinde hasar olusturmaktadir. Sinovyumdaki
hiperplazi, etkilenen dokuda kikirdak yikimina, kemik erozyonuna ve sonucta eklemin
fonksiyon kaybina neden olmaktadir (Akdogan ve ark., 1998; Burmester ve Bijlsma,

2012; Chen ve ark., 2013; Heluany ve ark., 2018).

RA’nin seyri, yikict olmasina ragmen oldukca degisken olabilmekte ve bazi
hastalarda ¢ok az eklem hasarmin eslik ettigi kisa stireli, 1limli, ¢ok az eklemin
tutuldugu bir hastalik olabilirken bazi hastalarda da belirgin fonksiyonel yetersizlik ile
birlikte siddetli, ilerleyici hastalik olabilmektedir (Harris ve ark., 2006). Sistemik
tutulum, solunum, kardiyovaskiiler ve hematopoietik sistemlerde de ayrica hasar

olusturabilir ve yasam beklentisinde yaklasik 7 yillik bir azalmaya neden olur.
2.1.1. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

RA en sik goriilen yangisal eklem hastalig1 olarak, genel popiilasyona gore 3 ila
18 yil arasinda yasam beklentisinde azalma ile bilinir ve diinya niifusunun % 1'ini

etkilemektedir (Harris ve ark., 2006).



RA’da cografi yerlesim ve 1k etkili degildir; diinyanin hemen her bdlgesinde
goriilmesine, diinyada prevelans: sabit olmasina ragmen bazi istisnalar vardir.
Bunlardan bazilari: Cin’de RA goriilmesi nispeten daha az iken (yaklasik % 0.3)
Kuzey Amerika’da Pima Kizilderilileri’nde (yaklasik % 5) oldugu gibi 6nemli 6lgiide
yiiksektir (Harris ve ark., 2006). ABD ve Kanada’da kadinlarda romatoid artrit
prevalansi % civarinda ve erkeklerden 3-4 kat daha fazladir. 847 Aborjinler {izerinde
yapilan ¢alismada, hi¢ romatoid artrit vakas1 goriilmedigi ileri siiriilmiistiir. Isveg,
Goteborg'da sadece 79 yasindaki belli bir popiilasyonda yapilan ¢alismada romatoid
artrit prevalanst % 10 bulunmustur. Insidans oranlar1 her iki cinste yasla beraber artis
gostermekte ve 35 yasin altindaki popiilasyonda % 0,3 iken; 65 yas lizerinde % 10
olarak tespit edilmistir (Ozsoy ve ark., 2006).

RA bolgesel gesitlilige sahip olmasiyla beraber, Avrupa ve Kuzey Amerika'daki
yetiskinleri yaklasik olarak % 0,5-1 oraninda etkilemekte; Giiney Avrupa iilkeleri i¢in
yayginlik Kuzey Avrupa'ya gore daha diisiik ve en yiiksek oranlar Kuzey Amerika’da
bulunmaktadir. Asya ¢alismalarinda ise, her 10° insan igin % 2,8 ila 3,5 vaka arasinda
hastalik kaydedilirken, Afrika'nin bazi kirsal bolgelerinde hastalikla karsilasiimadigi
bildirilmistir. Baz1 yerli Amerikali kabilelerde % 5'e kadar insanlarin hastaliktan
etkilendigi s6z konusudur.

Ulkemizde RA epidemiyolojisi ile ilgili veriler oldukca kisitli olmakla birlikte
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim Dali tarafindan Izmir
Narlidere ve Balgova Boélgesinde 2835 kisiyle yapilan bir ¢alismada 20 yas iizeri
niifusta romatoid artrit sikligt % 0.5 olarak bulunmustur. Yas ve cinsiyete gore
diizeltme yapildiginda genel prevelans % 0.36 olarak bildirilmistir. Bu durum,
Yunanistan ve italya gibi Akdeniz iilkelerinin oranlarina benzemektedir (Akar ve ark.,

2004).

Yapilan c¢aligmalarda aile i¢inde farkli bireylerde RA tutulmalarinin oldugu
saptanmistir. Bir hastanin birinci dereceden akrabasinin taniya sahip olma ihtimali,
hastaligin genel popiilasyona gore goriilme sikliginin 2-10 katidir ve en ¢ok etkilenen
vakalarda akrabalar arasinda goriilme ihtimali oldukca ytksektir (Burmester ve

Bijlsma, 2012).



2.1.2. Romatoid Artrit Etiyolojisi

Hastaligin etiyolojisi hakkinda c¢esitli goriislerin olmasi, romatoid artritte rol
oynayan pek ¢ok mekanizma oldugu halde nedeni heniiz tam olarak anlagilamamastir.
Romatoid artritin muhtemel nedenleri arasinda, bazi genetik faktorlerin hastalik ile
iligkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir. Genetik olmayan faktorler artrit
olusumunu tetikleyen baslangic uyarisin1 (artritojenik uyar1) yaparken, genetik
faktorler hastaligin goriiniisiinii belirlemektedir (Ozsoy ve ark., 2006; Espina ve ark.,

2019).

Plazma protein faktorleri 1960’larda, 1970'lerde ise prostaglandin ve l6kotrien
caligmalar1 ve daha sonraki yillarda sitokinler {izerinde yapilan ¢alismalar hastaligin
etiyopatogenezi hakkinda anlagilir aciklamalar ortaya koymamis ve serbest
radikallerin romatoid artrit patogenezi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi ise son

yillarda devam etmektedir (Akdogan ve ark., 1998).
2.1.2.1. Genetik Faktorler

RA’da genetik faktorlerin hastaliga yatkinligin yaklasik % 60'in1 olusturdugu;
kalic1 ve yikici artritten sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Raslan ve ark., 2016). Major
histocompatibility complex (MHC) bélgelerinde bulunan genler tarafindan kodlanan
molekiiller insan Iokosit antijenleri (human leukocyte antigen; HLA) olarak
adlandirilmis ve benzer sekilde 1970’li yillarda Dr. Mc Dewitt ve arkadaslar1 da
yaptiklar aragtirmalarda ayni gen kompleksine ulasmis ve immiin yanittan sorumlu
oldugunu diistindiikleri bu genlere immiin yanit genleri (immune responce genes; IR)
adim vermislerdir. Ik ¢alismalardan yaklasik 35-40 yil sonra Dr. Snell ve ekibi MHC
genleri ve bunlarin kodladigi molekiillerin gergek fonksiyonlarni tam olarak

tanimlamistir (Yalgin, 2013).

MHC, organizmanimn en polimorfik genlerinin bulundugu bolgedir. Insanda 6.
kromozomun kisa kolunda yerlesen yaklasik 4000 kilobazlik bir gen bilesigidir. Bu
genler tiim insan genomunun % 0,1’ini ve fonksiyonu tanimlanmis genlerin de %
0,6’s1n1 olustururlar. Gérevleri MHC molekiillerini kodlamaktir (Yalgin, 2013).

MHC ii¢ ana boliimden meydana gelir. Bunlar sentromerden telomere dogru MHC
Class II, MHC Class III ve MHC Class I lokuslaridir. MHC Class II’de HLA DP, DM,
DQ, DR ve TAP molekiillerini kodlayan genler yer alir. Bunlardan HLA DP, DQ ve



DR, antijen sunumundan sorumlu molekiilleri kodlar. MHC Class III bolgesinde ise
HLA molekiilleri kodlanmaz, ancak inflamasyonda son derece 6nemli olan tumor
necrosis factor (TNF), kompleman 2 ve 4 (C2, 4), 1s1 sok proteini-70 (HSP-70) ve
lenfotoksin (LT) kodlanir (Trowsdale, 2011; Schulze ve Wucherpfenning 2012;
Yal¢in 2013,). 1978 yilinda yapilan bir calismada i1se, HLA-DR ve RA arasinda bir
genetik baglanti tespit edilmistir (Ozsoy ve ark., 2006).

Son zamanlarda tanimlanan ve RA gelisimine yatkinlia neden olan gen,
kromozom 1p13 iizerindeki protein tirozin fosfataz 22 (PTPN22) genidir. En giiclii
genetik iligski kromozom 6 tizerindeki HLA-DRBI1 lokusu [paylasilan epitop (SE)] ve
PTPN2’dir. Bu gen, T hiicresi aktivasyonunun ve T hiicresi gelisiminin bir negatif
kontrolii olarak 6nemli olan lenfosit spesifik fosfatazi (Lyp) kodlar. Spontan T hiicresi
aktivasyonunun T hiicre reseptorleri ile iliskili kinazlarin ve bunlarin substratlarinin
defosforilasyonu ve inaktivasyonu ile 6nlenmesinde potansiyel rolii vardir (Raslan ve
ark., 2016).

Sinif II major doku uyum kompleksi alleli olan HLA-DR4 (DRB1*0401) ve
iligkili allellerin RA i¢in temel genetik risk faktorleri oldugu bilinmektedir (Harris ve
ark., 2006). Yapilan bir calismada HLA-DR4 RA hastalarinda % 70 oraninda pozitif
iken kontrol hasta grubunda % 28 oraninda pozitif olarak bulunmus ve sonug olarak
HLA-DR4 pozitif kisilerde romatoid artrit olusumu i¢in relatif riskin 4-5 kat daha fazla
oldugu belirtilmistir. Romatoid artrite yatkinlik epitopu glutamin-18sin-arjinin-alanin-
alanin (QKRAA)’dir, burada bazi1 DR 1B-zincirlerine ilave olarak DR 4 ve DR 14’de
bir sira bulunur. HLA-DR4-DR 14 veya DR1 bulunan bazi hastalarda epstein-bar viriis
(EBV) epitoplariin T hiicrelerince taninmasinin, “molekiiler taklit” yoluyla masum
hiicreler tarafindan immiin cevaba neden olabilmektedir. DRB1 molekiilleri yiiksek
derecede immiinojenik olmasina ragmen, RA ile iliskili DRB1 allellerindeki peptidler
T-hiicre cevabi1 baglatmakta basarisizdirlar (Harris ve ark., 2006). Yapilan yeni
calismalarda HLA ve romatoid artrit iliskisinin hastaligin ilerlemesi, sinovit
olusturmasindan ¢ok, hastalifin siddeti ve kroniklesme egilimi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Ozsoy ve ark., 2006).

Bazi toplumlarda HLA-DR4 iligkili epitoplar ile RA arasinda belirgin bir iliski
goriinmemektedir. Ornegin; Afrika kokenli Amerikali RA hastalarinin yaklasik %
75’inde bu genetik 6ge yoktur. Ayrica Ispanyol ve Italyan hastalarda HLA-DR10,



Sili’lilerde HLA-DR9 ve Arap soyunda HLA-DR3 ile bir iliski saptanmistir (Harris ve
ark., 2006). HLA allellerinde bu kadar c¢ok ¢esitlilik olmasi, basta otoimmiin ve
enfeksiyoz hastaliklara yatkinlik ya da diren¢ olusturmada ve uygulanan tedavilerin
basarisini engellemede engel olmaktadir (Yalgin, 2013).

Romatoid artrit hastaliginin olusumunda bir¢ok genetik faktoriin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Monozigotik ikizlerde romatoid artrit olusmasi riski, akrabalik
iliskisi olmayanlara gore 12-65 kat daha fazla; genlerinin % 50 kadarin1 paylasan
dizigotik ikizlerde sadece 2-17 kat risk s6z konusudur. Bu fark romatoid artrit
olusumunda genetik faktore isaret etmektedir (Ozsoy ve ark., 2006). Ikizler arasinda
hastaliga kars1 ayn1 derecede yatkinlik genetik olarak tam karsilamadigindan bu durum
genetik disinda farkli nedenlerin etiyopatogenezde rol oynadigini gostermektedir.
Romatoid artrit i¢in en yiiksek riskin, iliskili oldugu bilinen HLA-DRBI1 alleli olan
ikizlerde gosterilmis olmasidir (Harris ve ark., 2006).

HLA genlerinin RA’ya genetik yatkinligin bir kismini etkiledigi diistiniilmekte;
bu durumda HLA disindaki genlerde etkilidir. Bunlar, T hiicrelerinde antijen
reseptoriiniin ekspresyonunu ve immiinoglobulinin iki zincirini kontrol eden genlerdir

(Harris ve ark., 2006).
2.1.2.2. Cevresel Faktorler

Genetik risk faktorleri RA’nin insidansim1 tam olarak belirleyemediginden,
hastaligin etiyolojisinde c¢evresel faktorlerin de etkili oldugu disiiniilmektedir.
Afrika’da iklim ve kentlesmenin, benzer genetik yapisi olan gruplarda RA’nin insidans
ve siddeti iizerine belirgin etkileri olan faktdrlerin epidemiyolojik ¢alismalari
mevcuttur (Harris ve ark., 2006).

Tiim etkili olabilecek gevresel tetikleyiciler arasinda RA olusumu ile kesin olarak
iligkili olan tek faktor sigara i¢ilmesidir (Harris ve ark., 2006). Birkag y1l sigara igmek
hastalik riskini artirken, farkli hastaliklarla da iligkilendirilebilir. Bu risk paket/y1l
sayistyla degisebilir. Onemli olan, sigara iciminde antisiklik sitriilin peptid antikorlari
(ACPA)-negatif degil, ACPA-pozitiftir; bu durumda sigara kullanim1 RA igin bir risk
faktoriidiir. Bu risk, SE [shared epitop (paylasilan epitop)] allellerinin varliginda
birlesik risk faktorlerinin etkisinin arttigini gostermektedir (Burmester ve Bijlsma,

2012).



Sitrullinasyon, DNA-kodlu amino asit argininini sitriiline doniistiiren peptidil-
arginin deiminaz (PAD) enziminin aracilik ettigi reaksiyondur. Bu posttranslasyonel
onarim hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda gergeklesmektedir (Derksen ve
ark., 2017). Yapilan caligmalarda sigara dumaninin protein sitrullinasyonunun
uyarilmasinda rol oynayabilecegi ileri siirtilmiistiir. Sitriilinli proteinlerin sigara i¢en
kisilerden elde edilen bronko alveoler lavaj sivisinda sigara igmeyenlere gore fazla
olmast bu durumu desteklemektedir. Bu nedenle sigara i¢ilmesi, apoptozisi ve heniiz
bilinmeyen bir mekanizma ile immiin yaniti uyaran alveolar hiicrelerde sitriilinlenmeyi
tetikleyebilmekte; ancak bu cevaba bagli olarak RA’nin eklemleri nasil ve ni¢in hedef
aldigin1 ve neden bilinmedigini anlamak i¢in farkli cevresel faktorler de gerekmektedir
(Burmester ve Bijlsma, 2012).

Saglik calisan1 olan 377,841 kadinda, yas, ik, egitim, ireme durumuna gore
yapilan bir caligmada, sigara igme siiresi hem RA hem de seropozitif RA riskinde
anlaml artig gostermis ve romatoid faktér (RF) arasinda da iliski saptanmistir. Buna
ek olarak kafeinsiz kahve tiiketimi RA baglamasi ile ayni yonde artis gosterirken, ¢ay
icimi ile hastalik baslangici arasinda ters etki gozlenmistir (Harris ve ark., 2006;
Burmester ve Bijlsma, 2012).

Bir¢ok hastalikta oldugu gibi, diisiik egitim diizeyine sahip RA’l1 hastalarda,
morbidite ve mortalite artis1 vardir. Hollanda’da RA’l1 geng¢ kadinlarda yapilan bir
arastirmada, orta ve diislik diizeyde egitimi olanlar, egitim diizeyi yiliksek olanlarla
kiyaslandiginda, gruplarin belirti siireleri esit olmasina ragmen baslangi¢ hasarlarinin
daha fazla ve islevsel skorlarinin daha kotii oldugu bulunmustur (Harris ve ark., 2006;
Burmester ve Bijlsma, 2012). Bunun sonucunda egitim diizeyi yiiksek olan hastalarda,
hastaligin iyilesmesinde artis ve ilerlemesinde de yavaslama s6z konusu iken egitim
seviyesi diisiik veya orta olan hastalarda, hastaligin prognozunda veya iyilesmesinde
bir gelisme goriilmemistir. Hastalara verilen egitimlerin daha sonra evde rahatlikla
yapilabilecegi, verilen bilgi ve egzersiz egitimiyle kendi kisisel yontemini kullanma
ve planlarin1 yapma konusunda uzun siireli bir tedavi olusturabilmesi ve iyilesmenin

kolaylastirilabilmesi i¢in egitim diizeyi 6nemli bir dlgiittiir (Manning ve ark., 2014).
2.1.2.3. Cinsiyet ve Hormonal Faktorler

Hastalik kadinlar1 erkeklerden 2-3 kat daha fazla etkilemekte ve her yasta ortaya
cikmaktadir (Aletaha ve Smolen, 2018). Bu farkin nedeni belli degildir ancak kadin



hormonlarinin immiin sistem iizerindeki uyarici etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Ozsoy
ve ark., 2006).

Gilinlimiize kadar yapilan caligmalarda, gebeligin inflamatuvar artrit siddetini
azalttigr vurgulanmistir (Jethwa ve ark., 2018). Duyarli kadinlarda gebelik sona
erdikten sonra izlenen artmis risk hormonal degisimlere veya fetusun paternal HLA
antijenlerine bagli olabilir. Dogum sonrasindaki artmis risk, emzirme doneminde
artmig olan prolaktin hormonunun etkisi ile de agiklanmaktadir. Bu durum
proinflamatuar bir hormon olan prolaktinin artmis seviyesine veya prolaktine karsi
artmis yanita bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (Ozsoy ve ark., 2006).

Hastalik aktivitesi ve ilgili skorlama sistemlerinin nesnel belirtegleri kullanilarak
yapilan prospektif ¢aligmalarin sistematik analizi, RA'l1 hastalarin % 60'inin hamilelik
doneminde iyilestigini ve dogum sonrasi1 % 47 oraninda tekrar gelistigi gostermistir
(Jethwa ve ark., 2018).

Cocuk sahibi olmamanin RA igin risk faktorii oldugu gosterilmistir. Cocuk sahibi
olmayan ve oral kontraseptif kullanmayan kadinlarin, dogum yapmis ve oral
kontraseptif kullanan kadinlara gore dort kat artmis risk tasidiklar1 saptanmistir. Bu
durumdan dolay1 Gstrojen igeren oral kontraseptifler hastalifin baslangicin1 ya da
seyrini etkilediginden Ostrojen hormonun hastalik patogenezinde rolii oldugunu
disiindiirmektedir. Ancak bu c¢alismalarin aksine; bir baska calismada RA’ll
hastalarda oral kontraseptif kullaniminin ve gebeligin etkisi, radyolojik kotiilesme ve
fonksiyonel kisithilik agisindan, Amerika Radyoloji Dernegi (American College of
Radiology (ACR)) kriterlerine gore yeni RA tanis1 konulan 132 kadin hastanin 12 yil
boyunca takip edilmesiyle olusmustur. Her ne kadar birden fazla gebeligi olan hastalar
ve uzun donem oral kontraseptif kullananlarda daha az radyolojik eklem hasari, daha
iyi durumda olsa da oral kontraseptif kullanim1 ve gebelikten sonraki donemde RA

sonucunu etkilemedigi gosterilmistir (Ozsoy ve ark., 2006).
2.1.3. Romatoid Artritin Patofizyolojisi

RA'nin ayirt edici 6zelliklerinden biri, bagisiklik hiicrelerinin siirekli olarak
eklemlere yerlesmesinden kaynakli kalict sinovittir. Bu ortamda, T hiicreleri, B
hiicreleri ve diger dogal efektor hiicreler ile birlikte, proinflamatuar sitokinlerin
iretimini tetikleyen ve boylece yerlesik fibroblast benzeri sinoviyositlerin

aktivasyonunu uyaran, kikirdak ve kemik hasarina katkida bulunan karmasik bir ag



olusur (Chen ve ark., 2016). Sinovyumu kaplayan hiicrelerin hipertrofi ve hiperplazisi,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, pannus olusumu, mikrovaskiiler hasar ve tromboz
gibi fokal veya kesitsel damarsal degisiklikleri; 6dem ve kiigiik kan damarlari etrafinda
pihtilar halinde toplanmis olan mononiikleer hiicre infiltrasyonuyla karsimiza
cikmaktadir (Cetinkaya, 2009; Wua ve ark., 2016).

Homolog bir glikoprotein dimeri olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), sinovyal dokularda anjiyogenezi tetikler ve pannus olusumunda etkili
olmasmin yani sira yaralanma, onarim, inflamasyon ve RA gelisiminde rol
oynamaktadir. VEGF'nin, iki reseptorii olan sFlt-1 ve sFlk-1'e baglanmas1 VEGF'nin
iiretimini uyarir, boylece anjiyogenezi aktive eder. sFlt-1, proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini tetikleyerek romatoid inflamasyona katkida bulunabilir (Wua ve ark., 2016).

Otoimmiinite, RA patogenezinde énemli olabilir. Etkilenen hastalarin kanindaki
insan IgG'sinin RF olarak bilinen; Fc-boliimiinii hedefleyen otoantikorlarin
farkedilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Romatoid faktor, IgG’nin Fc bolgesine ve bazen
IgM’ye kars1 yoneltilmis bir antikordur, immiin kompleksleri ¢okertir ve kompleman
fiksasyonu ile kemotaksis yoluyla iltihapli reaksiyonlar1 baglatir (Wahba ve ark.,
2015).

Hastalarda en ¢ok IgM-RF olarak bulunan, ancak alt gruplarinda IgG-RF ve IgA-
RF’a da goriilen RF'lerin, eklemde kompleman sistemini harekete geciren bagisiklik
komplekslerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Romatoid faktorlerin varligi,
vaskiiler gecirgenligin artisina ve immiin-komponent efektor hiicrelerini eklemlere
yonlendiren kemotaktik faktorlerin salinmasina yol agar. Ancak, sadece RF'nin olmasi
artrit gelisimini baglatmak i¢in yeterli degildir; romatoid faktor ayn1 zamanda bulasici
hastaliklarda, RA disindaki otoimmiin hastaliklarda ve saglikli, ¢cogunlukla yash
bireylerin % 15'inde bulunur. Bdylece, RF'nin duyarlilig1 ve spesifikligi, ¢aligilan
poplilasyona gore sirastyla % 60-70 ve % 50-90'dir ve hastalik etiyolojisindeki rolleri
heniiz bilinmemektedir. Bu eksikligine ragmen, RF varligt 1987 yilinda ACR

tarafindan RA igin yedi tan1 6l¢iitlinden biri olmustur (Burmester ve Bijlsma, 2012).

Hastaligin ilerleyisi sinovyal membran hiperplazisi, artmis vaskiilarite ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile ayrilir; 06zellikle CD4 + T-lenfositleri hiicre

kaynakli immiin yanitlarin baslica diizenleyicileridir.
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Romatoid artrite daha 6nce tanimlanamayan artritik bir antijenin neden oldugu
diisiiniiliirken, son zamanlarda sitriilinlenmis protein, insan kikirdak glikoproteini ve
agir zincir baglayici protein dahil olmak iizere olasi endojen antijen tanimlanmigtir
(Wahba ve ark., 2015).

ACPA tanimlanmasinin RA'nin anlagilmasinda 6nemli etkisi olmustur. Romatoid
artrit hastalariin ilk kez aminoasit arjininin modifiye edilmis bir formu olan sitriilini
iceren peptitleri ve proteinleri hedefleyen otoantikorlar tirettigi 1990'larin sonlarinda
tarif edilmistir. Sitrulinasyon, protein-bagli arjininin, peptidil arjinin deiminaz (PAD)
enzimlerinin aracilik ettigi sitriilin kalintilarina ¢evrilmesinin bir modifikasyonudur ve

ACPA tarafindan taninan antijenlerin olusturulmasi igin gereklidir.

YUKSEK

ACPAtitre

ACPA titre izotip degistirme
Fc-glikozilasyon paterninde artmis
antijen tamma profili degisikliginde
artis.

DUSTK

ilk Vurus; ikinci Vurus; 4
5 — H oy
ACPA'nm Gelisimi ACPA cevabmm olusmasi Artrit Baslangica

Sekil 1. ACPA cevabinin olgunlagsmasi. Fab, fragman antijen baglanmasi; Fc,
kristallestirilebilir par¢a; MHC, major doku uyumlulugu kompleksi; TH, T yardimci
hiicre (Dekkers ve ark., 2016).

Sitriilinli  proteinlere karsi reaktif antikorlar, RA’nin taninma doneminde
mevcuttur. Cevresel tetikleyiciler ve epigenetik degisken olaylarin ACPA’nin
gelisiminde ilk unsur oldugu diisiiniilmektedir. Enfeksiyon gibi ikinci bir etken ACPA
yanitinin daha belirgin olmasi tetikler. Hastalik olustuktan sonra, ACPA yaniti

genellikle standart bir sekilde artar, daha fazla izotip kullanir, farkli bir glikozilasyon
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paternine ve cesitli sitriilin proteinlere karsi artan bir antijen tanima 6zelligine sahip

olur (Dekkers ve ark., 2016).

Antijen ile aktive edilen CD4 + T hiicreleri, hiicre yiizey temasi yoluyla B
hiicrelerini, RF ve anti-niikleer antikor (ANA) dahil olmak {lizere immiinoglobulinleri
iretmek i¢in 6zellikli farklilagma kiimeleriyle baglanma yoluyla uyarir.

Antijen ile aktive edilen CD4 + T hiicreleri ayrica sitokinler interlokin (IL)-1, IL-
6, IL-10 ve timdr nekroz faktorii-alfa (TNF-0) tretmek ve matriks
metalloproteinazlart (MMP) salgilamak i¢in monositleri, makrofajlar1 ve sinoviyal
fibroblastlar1 uyarir, uyarilan sitokinler ve MMP’ler herhangi bir ekstraseliiler matriks
proteinini bozabilen genis bir endoniikleaz ailesidir. Bunlara ek olarak, C-reaktif
protein (CRP), inflamatuar reaksiyonlarda makrofajlardan ve T hiicrelerinden IL-6
salgilamasinin ardindan artig goriilmekte ve dolayisiyla RA'daki serum seviyesinin de
yukselmesine neden olmaktadir.

Reaksiyonun devaminda kalict inflamasyon meydana gelmesi, kollajen ve
proteoglikanlarin oksidatif ve proteolitik pargalanmasi yoluyla kikirdak ve kemigin
tahrip olmasma neden olur. Inflamatuvar hiicreler, miyeloperoksidaz (MPO)
bakimindan zengindir ve bu nedenle RA'daki sinovyal sivida ve kanda yiiksek

oranlarda bulunur (Wahba ve ark., 2015).

|Aktive olmus T-Hucreleri || Synovial Fibroblastlar |

Osteoblast

X Sinirh
RANKL Onarim

Osteoklast » Matlr
Onci Hiucresi Osteoklast

T Rezorbsiyon

| Kemik Kaybi

RANKL: Reseptor-Aktivator Nukleer faktér-B Ligand |

Sekil 2. Romatoid artritte kemik kayb1 mekanizmas.
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IL-6 ve IL-1p dahil olmak tizere sitokinler, otoimmiin bozukluklarin patogenezine
katkida bulunan proinflamatuar etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda IL-6, saf T
hiicrelerinin, ileri besleme mekanizmasinda; hizli ve etkin bir kontrol yapilmasini ve
inflamatuvar cevabinin artisina neden olan IL-17 iireten T-yardimci hiicrelerinin
(Th17 hiicreleri) farklilagsmasini uyarir. Th17 hiicreleri, RA ve multipl skleroz (MS)
gibi  otoimmiin bozukluklarin gelisiminde rol oynamaktadir. Otoimmiin
bozukluklarda, IL-17, noétrofilleri ve makrofajlar1 aktive eden, proinflamatuar
kemokinlerin ve sitokinlerin ekspresyonunu destekleyen sinyal iletimi yoluyla doku

yangisina aracilik eder (Jahagirdar ve ark., 2017).

B-lenfositlerinin poliklonal bir aktivatdrii olan EBV, RA patogenezinde dolayl
olarak suclanmistir. Romatoid artrit hastalarindan alinan bogaz calkalama suyunun
incelemelerinde yliksek oranda EBV igerigi bulunmustur. Ayrica kontrol hastalar ile
karsilagtirildiginda RA hastalarinda, viriis tarafindan enfekte edilmis ¢ok sayida B-
lenfosit, EBV antijenlerine kars1 gelismis fazla miktarda antikor ve anormal EBV-
spesifik sitotoksik T hiicre yanit1 gézlenmis ve RA hastalarinda T hiicrelerinin EBV
ile enfekte B hiicrelerini temizlenmesinde sorun oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada, romatoid artrit hastalarinda periferik kanda real-time

PCR'la yapilan incelemede artmis EBV oldugu saptanmistir (Harris ve ark., 2006).
2.1.4. Romatoid Artritin Klinik Ozellikleri

Romatoid artrit eklem sisligi, eklem hassasiyeti ve hasar1 ile one ¢ikan, ciddi
sakatlik ve erken Gliimlere yol agan kronik bir inflamatuvar hastalik olmasiyla beraber
degisken hastalik tipi baslangici ve hastalik seyri bulunan bir patolojidir (Burmester
ve Bijlsma, 2012; Aletaha ve ark., 2014).

Otoimmiin reaksiyonlar, genel sistemik ve eklemdeki inflamatuvar hastaligin
yikict olarak ilerlemesine neden olurken, konvansiyonel radyografi veya farkli
goriintiileme teknikleriyle gorsellestirilebilecek yapisal degisiklikler, RA'y1 diger
artritik bozukluklardan ayirt etse de, eklem hasar1 hastaligin ¢cok erken evrelerinde
nadiren goriiliir, zaman gectikce belirgin hale gelir (Aletaha ve ark., 2014). Tek bir
klinik bulgu veya test sonucunun belirtisi, RA’y1 diger eklem hastaliklarindan ayirt
etmemekte ve RA'nin ayirt edici 6zelligi olan sinovitin patolojik 6zellikleri yeterli

olmamaktadir (Burmester ve Bijlsma, 2012). Baz1 hastalar ates, poliartrit ve ekstra-
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eklem bulgusu ile baglayan akut bir hastaliga sahipken, bazilar1 daha kademeli ve sinsi
bir baslangi¢ gostermektedir; ikinci durum daha yaygindir. Tipik eklem belirtileri agri,
sertlik ve sisligi igerir, ilgili eklemlerin kizariklig1 ve sicakligi daha az goriimektedir.
Hastalarin ¢ok az bir kismi, aniden ve poliartikuler baslangic tarif etmekte ve bu durum
palindromik (yayilan) romatizma ile karistirilmaktadir (Burmester ve Bijlsma, 2012).

RA’da ilk olarak tutulan eklemler siklikla metakarpofalangeal (MKF) eklemler,
proksimal interfalangeal eklemler (PIF), metatarsofalangeal eklemler ve el
bilekleridir. Parmaklarin ulnar deviasyonu, MKF eklemlerin subluksasyonu ve PIF
eklemlerin hiperekstansiyonu (kugu boynu deformitesi) ya da hiperfleksiyonu (diigme

iligi deformitesi) gibi deformiteler saptanabilir.

™~

Diigme iligi
., Deformitesi

Kugu Boynu E s .
Deformitesi . - a

Resim 1. Kugu boynu ve diigme iligi deformitesi

(https://www.romatizmahastaliklari.com/tr/icerik/5/romatoid-artrit)

Biiyiik eklemler genellikle kiigiik eklemlerden sonra tutulmakta; bunun sebebi
muhtemelen biiyiik eklemlerde (servikal, torakal, lomber ve sakral omurlar, omuz,
kalca, dizler) sinovit, kiiciik eklemlere gore daha uzun siire yanitsiz kalmasidir.
Romatoid sinovitin eklemler {izerine etkisi, altta yatan hastaligin siddeti, siiresi ve
kisinin eklemlerine verdigi ytikle ilgilidir (Harris ve ark., 2006).

RA’li hastalarin % 50’sinde hastalik siiresince herhangi bir zamanda, eklem dis1
bulgular ortaya c¢ikabilir. Deri, hemapoietik, karaciger, akciger, kalp, gbz, norolojik
durumlar, kas, bobrek ve damar rahatsizliklart hastaligin gidisatini olumsuz etkileyen
durumlardir (Burmester ve Bijlsma, 2012).

RA'y1 tanimlamak icin yaygin olarak kullanilan siiflandirma kriterleri, 1987
ACR kriterleridir (Aletaha ve ark., 2014). Bu kriterler yedi basliktan olugsmaktadir;

1) Sabah tutuklugu,

2) Ug veya daha fazla eklemin tutulumu,
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3) El eklemlerinde artrit,

4) Romatoid nodiiller,

5) Simetrik artrit,

6) Pozitif serum romatoid faktor,

7) Radyolojik degisikliklerdir.

Kriterlere gore bir hastanin RA’l1 oldugunu soyleyebilmek icin yedi kriterden en
az dordi bulunmalr; bu dort kriter en az alti haftadir mevcut olmalidir (Harris ve ark.,

2006).
2.1.5. Romatoid Artritte Tedavi Yaklasimlar:

Otoimmiin hastaliklarin  tedavisi otoimmiinite uyarisinin  baskilanmasi,
diizenleyici mekanizmalarin aktive edilmesi veya efektér mekanizmalarin
inhibisyonuna dayanir (Harris ve ark., 2006).  Anti-inflamatuar yollar ve
inflamasyonun azalmasi, RA'l1 hastalar i¢in uzun siireli hastalik kontrolii saglamasi
nedeniyle 6nemli bir tedavi segcenegidir (Chen ve ark., 2018). Romatoid artrit tedavisi
icin bir¢ok yeni biyolojik ajan gelistirilmekte; 6zellikle, yeni sitokin antagonistleri, IL-
6, IL-12/IL-23, IL-17 ve GM-CSFR'yi bloke edenler dahildir (Burmester ve Bijlsma,
2012).

Erken hastaligi modifiye eden antiromatizmal ilaglar (DMARD) tedavisi daha
yuksek klinik yanit oranlari, daha az sakatlik ve daha az eroziv hasar olusumuna neden
olmaktadir (Ma ve ark.,, 2010). Giiniimiizde hastaligin tedavisinde sentetik
DMARD’larda geleneksel olarak; Metotraksat, Sulfasalazin, Leflunomid,
Hidroksiklorakin kullanilmaktadir. Biyolojik DMARD’larda ise; Etanercept,
Infliximab, Adalimumab, Golimumab, Certolizumab, Tocilizumab, Sarilumab,
Rituximab, Abatacept kullanilmaktadir. Modern tedavilerle amag, hastalarin RA i¢in
1987 kriterlerinde yer alan kronik, agindirict hastalik durumuna gelmelerini 6nlemektir

(Aletaha ve ark., 2014).

Etkili tedavi yontemleri kullanilmasi ile hastaligin iyilesmesi veya diislik hastalik
aktivitesi, hastalarin yaklasik % 75-80'inde goriilebilir. Bununla birlikte, sanayilesmis
iilkelerdeki hastalarin yaklasik % 20 ila 25'1 ve daha az sayida akraba bulunduran
iilkelerdeki hastalarin ¢ogu, diisiik hastalik aktivitesi degerine ulagsmamaktadir

(Aletaha ve Smolen, 2018).
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Romatoid artrit tedavisi heniiz miimkiin olmamasia ragmen, modern tedavi
yaklagimlart hastalik kontroliinii saglayabilir (Aletaha ve Smolen, 2018). Uygulanan
tedaviler arasinda ilag tedavisi, otolog hematopoietik kok hiicre transplantasyonu, gen
terapisi, immiinolojik temizleme, ileri cerrahi tedavi ve diger adjuvan tedaviler
bulunmaktadir. Bu tedavilerin belirli bir etkisi olsa da sinirlamalar1 da s6z konusudur.
Ozon (0O3) tedavisi ise bu alanda denenmeye baslanmis yeni bir tamamlayici tedavi
yontemidir (Chen ve ark., 2013).

2005 yilinda Chang ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada; ozonun RA'da
tyilesme yeteneginin olup olmadigini arastirmak i¢in, in vitro ve in vivo deneyler
yapilmis; birincil kiiltiirden RA fibroblastlarin1 saflastirilmis ve ozon uygulamasi
sonrasinda, TNF-a, IL-1b ve IL-6'nin {iretimini RA-sinovyal fibroblast hiicreleri ile
gozle goriliir sekilde azalttigini bildirmislerdir. Buna ek olarak; RA'nin inflamatuvar
reaksiyonunu toksisite veya yan etkiler olmadan hafifletilebilecegini sdylemislerdir.

Ozon uygulamasiin, oksidatif 6n kosullandirma veya sonlandirma isleminin
siganlarda adjuvan artrit ile iliskili antioksidan/oksidan dengesizligini etkili bir sekilde
iyilestirdigi sonucuna vardiklarini ve bu sonuclarin romatoid artritte tamamlayict bir
tibbi tedavi yontemi olarak ozon uygulamasi kullaninminin olumlu sonuglarindan
dolay1 desteklediklerini Mawsouf ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
bildirmisleridir.

Ozon tedavisinin romatoid artritte biyokimyasal ve klinik diizeylerde faydasini
dogrulamak i¢in literatiirde daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Yapilan bu
caligmalarin olumlu sonuglarindan yola ¢ikarak ozon uygulamasinin RA’da
tamamlayici tibbi yaklasim olabilecegini ve hastalar iizerinde agrilarin ve sisliklerin

azaltilmasi, hareket kisitliliginin 6nlenmesi gibi etkiler saglayacagina inanmaktayiz.

2.2. Ozon
2.2.1. Ozon

Ozon (O3) dairesel ii¢ oksijen atomundan olusan, kararsiz, depolanamayan, ¢ok
acik mavi renkli, keskin kokulu ve havadan daha agir bir gazdir (Babugcu, 2011).
Oksijen bir elektrik desarjina veya UV radyasyonuna maruz kaldiginda, yiliksek oranda
reaktif dogal bir gaz molekiilii olan O3 olusur (Salem ve ark., 2015).
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Ozon, oksijenden 1.6 kat daha yogun, 48 molekiiler agirliginda, literatiirde genis
bir degiskenlik belirtilmesine ragmen keskin bir kokusu olan mavimsi renge sahip bir
gazdir. Suda ¢oziiniirligi, oksijenden yaklasik on kat daha yiiksektir (100 mL'de 49
mL, 0.02 M) (Bocci ve ark., 2009). Herhangi bir gaz gibi ozon da Henry yasalarina
gore sicaklik, basing ve ozon konsantrasyonuyla ilgili olarak saf suda fiziksel olarak
coziinebilmektedir (Bocci, 2006a). Ozon radikal bir molekiil olmamakla birlikte, flor
ve persiilfattan sonra en giiclii li¢iincii oksidandir (E° 5 12.076 V) ve 20°C'de 40
dakikalik bir yar1 6mre sahip oldugu i¢in depolanamayan ve bir kerede kullanilmasi
gereken dengesiz bir gazdir (Kaya ve ark., 2017).

Atmosferdeki ozonun % 90’ma yakini, yer yilizeyinden yaklasik 20-50 km
yiiksekte bulunan stratosfer tabakasi i¢inde yer alir ve atmosferik oksijen molekiillerini
Chapman teorisi ile uyumlu olarak iki yiiksek reaktif oksijen atomuna bolerek UV
1sinimi (<183 nm) ile siirekli olarak iiretilir. Endotermik bir reaksiyonla, bu atomlarin
her biri, triatomik ozonu olusturmak i¢in bozulmamis oksijene birlesir. Ayni1 zamanda
atmosferik oksijenden ozon olusumunu katalize eden yildirnmin elektriksel desarj
sirasinda iretilir. Geri kalan % 10’luk ozon miktar1 ise atmosferin 10—15 km’ler
arasindaki troposfer tabakasi iginde bulunmaktadir (Bocci ve ark., 2009; Babugcu,
2011).

Ozon tartismali bir gazdir, ¢iinkii tehlikeli B ve C ultraviyole 1sinlarin1 absorbe
ederek stratosferde cok faydali olmasina ragmen, troposferdeki pulmoner sistem igin
ozellikle zehirli monoksit (CO), azot dioksit (N202) ve asit izleri ile karigtirilmig kirli

hava meydana gelir (Bocci ve ark., 2006).
2.2.2. Medikal Ozon

Tamamlayici bir tip yaklasimi olarak ozon tedavisi, 40 yildan fazla siiredir
bilinmektedir. Son on yilda oksijen-ozon tedavisi yavas yavas yayginlagsmakta ve
glinlimiizde bir¢ok tilkede kullanilmaktadir. Bu durum, bilimsel ¢alismalarin insan
kan1 ve biyolojik sivilarla temas ettiginde ozonun etki mekanizmasinin agiklamasinin
ardindan ortaya ¢cikmistir (Mawsouf ve ark., 2011; Bocci ve ark., 2011). Ozonun tibbi
jeneratorii, reaksiyona gore yiiksek voltaj gradyanindan (5-13 mV) gegen saf

oksijenden ozon tiretmektedir:

302 + 68, 400 cal = 203

17



Sonug olarak, her zaman % 95'ten az oksijen ve % 5'ten fazla ozon icermeyen bir
gaz karisimi toplanir. Hava bu reaksiyonda hari¢ tutulmalidir. Ciinkii havanin varligi
durumunda ozonun yani sira toksik N>O> olusur. Endiistriyel ozon havadan {iretilir
ancak tibbi ozonun sadece tibbi oksijen kullanilarak tiretilmesi gerekir, aksi takdirde
ozon Uretimiyle eszamanli olarak nitrik dioksit (NO2) olugmasi toksik etkileri
meydana getirecektir (Bocci 2006a; Bocci ve ark., 2009).

Ozonu tipta kullanabilmemiz i¢in 0zon cihazlarinin ozon tireten kisimlarinin gelik
(V4A Kkalitesinde), 6zel olarak aliiminyum, seramik, cam ya da teflon (PTFE) gibi
reaksiyona girmeyen maddelerden yapilmasi gerekir. Ozon vermek i¢in ise kullanilan
materyallerin cam, polietilen, polipropilen veya teflon olmasi Onerilmektedir

(Babugcu, 2011).

Ozon, dogada bulunan zehirli bir gazdir, ancak uygun sekillerde uygulanirsa
giivenli bir terapdtik ajan olarak kullanilabilmektedir. Antioksidan savunma sisteminin
tyilestirilmesi, bagisiklik sisteminin aktif hale getirilmesi ve biiylime faktorlerinin
salmiminin arttirilmasi gibi 6zellikler, ozon tedavisinin etki mekanizmalar1 olarak
kabul edilir. Son zamanlarda, bu tedavinin enfeksiyonlara karsi etkisi, bazi hayvan
deneylerinde uygulanmis olup ve dahil olan mekanizmalarin toll benzeri reseptdr (toll-
like reseptor (TLR)) 4’lin araciligiyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozon
tedavisi, oksidatif stresi, temel olarak hiicrenin antioksidan sistemini uyararak
diizenler. Ozellikle, tekrarlanan rektal ozon uygulamasi, oksidatif strese karsi
duyarsizlasmaya ve serbest radikallerin etkili oldugu hepatoseliiler hasar1 6nleyen

oksidatif uyartya yol agabilir (Chen ve ark., 2016; Salem ve ark., 2016).

Literatiirde Os tedavisi ile ilgili caligmalar, yangisal siireclerin 6n planda oldugu
hastaliklar iizerinde yogunlagmaktadir (Diaz-Llera ve ark., 2002; Mawsouf ve ark.,
2011; Kaya ve ark., 2017). Ozon tedavisiyle ilgili etkinlik, terapotik mekanizmalar ve
optimal konsantrasyonlar gibi pek ¢ok soru belirsizligini korumaktadir. Bu faktorler
Os tedavisinin genis klinik kullanimini biiyiik 6l¢iide sinirlandirmaktadir (Chen ve

ark., 2013).

Insan kanini oksijen ve ozon karisimina maruz birakilmasi, maruz kalma siireleri

ve konsantrasyonlarin uygun olmasi kosuluyla, kan icin toksik degildir. Optimum
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konsantrasyon 10 ila 80 pg/ml arasinda degismektedir. Bununla birlikte, 70 pg/ml

konsantrasyonunun en giivenli oldugu diisiiniilmektedir (Salem ve ark., 2015).
2.2.3. Medikal Ozon Uygulamasinin Tarihgesi

Alman Kimyac1 Christian Friedrich Schopen, 1839'da "elektrik kokusu" olan
keskin bir gazin ortaya ciktigini fark etti. Yunan diline gore, “ozon” olarak

nitelendirmistir.

Ozon gii¢lii bir bakteri oldiiriicii gaz olarak tanimlanmis ve 1. Diinya Savasi
sirasinda, A. Wolff tarafindan Clostridium anaerobik enfeksiyonlari nedeniyle gaz
halindeki kangrenden etkilenen Alman askerlerini tedavi etmek icin kullanilmstir. Iki
oncii calismasinda Stoker, Queen Alexandria Askeri Hastanesi'nde ozonla basarili bir
sekilde tedavi edilen ilk 21 tibbi vakay1 bildirmistir. 1936'da Fransiz doktor Dr. Po
Aubourg, oksijen-ozon karisiminin rektuma dogrudan verilmesiyle kronik kolit ve

rektal fistiilleri basarili bir sekilde tedavi ettigini bildirmistir (Bocci ve ark., 2009).

[k tibbi ozon jeneratorii fizik¢i Joachim Hansler (1908-1981) tarafindan icat
edildikten sonra, Dr Hans Wolff (1927-1980), O3 gazini tedavi i¢in kullanabilmek i¢in,
ozona direncli bir cam sisede bulunan kana vererek, ozonlanmis otohemoterapiyi (Os-
AHT) gelistirmenin yollarini aramistir (Bocci ve ark., 2009). Ozon terapisi Rokitansky
(1977) ve Werkmeister’in (1981) kronik yaralarin tedavisinde ozonu kullanmaya

baslamasi ile yeni bir ivme kazanmistir (Babugcu, 2011).

Ozon tedavisi 1970 yilinda Almanya'da dogmustur ancak ozonun nasil hareket
ettigini bilinmeden, deneysel olarak gergeklestirilmistir. Ozon en reaktif oksidanlardan
biri oldugundan (E°=+2.076V), terapotik olarak nasil faydali olabilecegini anlamanin
zor olacagi diisiilmiistiir (Bocci ve ark., 2011). Dikkatli bir sekilde yapilan ozon
tedavisinin, SOD, GSH-peroksidazlar, rediiktazlar ve transferazlar ve glikoz-6- fosfat
dehidrojenaz gibi antioksidan enzimleri yeniden diizenleyerek, bu anormal durumu
diizeltebilecegini gosterilmistir. Ik olarak 1996'da SOD icin gdsterilen bu sonug, insan
kaninin giiclii antioksidan kapasitesine karsi iyi kalibre edilmis ozonun kesin
dozlariyla uyarilan kiigiik ve akut oksidatif streslerin tekrarlanmasindan

kaynaklanmaktadir (Bocci ve ark., 2007).
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Ozon tedavisinin iilkemizde 2014 yilinda T.C. Resmi Gazetede yayimlanarak
yuriirliige giren Saglik Bakanligi Geleneksel ve Tamamlayici Tip Uygulamalar
Yonetmeligi ile, sertifikali hekimler tarafindan yapabilmesinin yolu agilmistir. Bu
yonetmelige gore, bir ozon jeneratorii ve sensorii araciligi ile, ozon-oksijen karigiminin

sistemik veya lokal uygulamasi yapilabilmektedir (Kesikburun ve Yasar, 2017).
2.2.4. Medikal Ozon Uygulamasinin Etki Mekanizmasi

Ozon, saf suda diger gazlar gibi Henry kanununa gore ¢6ziiniir. Coziinmesi 1s1ya,
basinca ve konsantrasyonuna baglidir. Biyolojik sivilarda ise ozonun Henry yasalarina
uymadig1 bilinmekte ve ozon, oksijenden farkli olarak hizlica biyomolekiiller ile
reaksiyona girmektedir (Bocci, 2006b). Bir dezenfektan, oksijen dondrii,
immiinomodiilatér, paradoksal antioksidan enzim indiikleyicisi, metabolik
giiclendirici, endotelyal nitrik oksit sentezin bir indiikleyicisi ve muhtemelen
neovaskiilarizasyon ve doku rekonstriiksiyonuna sahip bir kok hiicre aktivatorii olarak

gdrev yapabilir (Ozler ve ark., 2009; Salem ve ark., 2015).

Ozonlama siireci, iki fazda etki eden reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ve LOP
olusumu ile karakterize edilir. Bu islem, ex vivo (bir cam sisede toplanan kanda) veya
in vivo (intramiiskiiler ozon enjeksiyonundan sonra) gerceklesir, kanla temas eden
ozon dozunun ¢ogu, kismen suda ¢oziiniir antioksidanlar tarafindan azaltilir ve kan
hiicrelerine zarar vermeden once antioksidan ve siipliriicii sistemler tarafindan kontrol
edilen lipid peroksitleri ve diger biyoaktif molekiilleri igeren ROT'a doniisiir. Ancak
ROT hemen etkilenir ve yok olurken (erken ve kisa etkili haberciler), LOP dolagim
yoluyla dokular boyunca dagilir ve sonunda hiicre reseptorlerine sadece birkag
molekiil baglanir ve siirecin devaminda farmakodinamikleri, potansiyel toksisitelerini
en aza indirmeye, ge¢ ve uzun Omiirlii haberciler olmalarina izin verir (Di Paolo ve

ark., 2005; Bocci, 2006a).

Uygulama sonrasinda tercihen ozon, ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA),
askorbik ve iirik asitler gibi antioksidanlar, sistein gibi -SH gruplarina sahip tiyol
bilesikleri, diisiik glutatyon (GSH) ve alblimin ile reaksiyona girer. Ozon dozuna bagh
olarak karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA da etkilenebilir ve tiim bu bilesikler

ozonla karsilastiginda elektron donorii gibi davranarak oksitlenirler (Bocci, 2006a,

Ozler ve ark., 2009). Bunun sonucunda siiperoksit (02_), hidrojen peroksit (H,0,) ve
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hipoklorik asit gibi ROT olusur. Bu reaksiyonlardan en Onemlisi PUFA

oksidasyonudur. Ana reaksiyon asagidaki gibidir;

R-CH=CH-R'+O,+H,0 — R-(\ZHZO + B’- CH=0+H,0,
( J
Y ! !

PUFA LOPs LOPs

Bu reaksiyon bir mol hidrojen peroksit ile iki mol LOP’un es zamanli olusumunu
gosterir. Yiiksek ozon ¢oziiniirliigii ve reaktivite sayesinde, bu reaksiyon 30-50 sn’de
tamamlanir ve ozon plazmada ¢dziinen oksijen olarak, hemoglobin tamamen doymus
iken verilir. Bu asamada, ozon reaksiyonlar tarafindan iiretilen iki 6nemli haberci,
PUFA peroksidasyonunun son iiriinleri olarak hidrojen peroksit ve aldehitlerdir. Urik
asitin bir kismi allantoine okside edilir ve atilir. Diger kismu ise; dehidroaskorbat ve
bir GSH disiilfid izi, tioredoksin, E vitamini ve NADPH ile elektronun yeterli oldugu
bir bolimiiniin etkisiyle birkac dakika i¢cinde normal degerlerine geri doner (Bocci

2006a; Bocci ve ark., 2014).

Temel ROT molekiili, cesitli biyolojik ve terapdtik etkilerin ortaya ¢ikmasindan
sorumlu olan bir ozon habercisi olarak gorev yapabilen, radikal olmayan bir oksidan
olan hidrojen peroksittir. Reaksiyon zincirinde hidrojen peroksit (H2O»), eritrositlerde,
onemli miktarda ATP ve 2,3-difosfogliserat artisina neden olur ve buna bagli olarak
da oksihemoglobin sigmoid egrisi saga kayar ve 6zellikle iskemik dokularda oksijen
salinimini arttirir. Cok sayida eritrosit nedeniyle, H>O> hizla GSH ile suya indirgenir.
Degistirilmis azaltilmis GSH/GSSG (glutatyon/okside edilmis formundan serbest
glutatyon) orani, bazi glutatyon disiilfidlerini sikigtirarak veya askorbik asit ya da
tioredoksine ragmen GSH rediiktaz yoluyla indirgeyerek hizli bir sekilde diizeltilir.
Ayrica, glikoz-6 fosfat dehidrogenaz’in (G6PDH) aktivasyonu, mevcut olan enerjiyi
azaltarak glikolizi aktive etmesini saglar; 16kosit ve endotel hiicrelerinde, notrofil
fagositik aktivitesi artar. Lenfositlere ve monositlere giren hidrojen peroksit,
transkripsiyon faktorii NF-kB'nin geri kalan kismindaki trimerik bilesenlerden biri
olan IkB'nin fosforilasyonu ile bir tirozin kinazi aktive eder. Fosforlanmig IkB

serbestlesir ve proteazomda pargalanir. Kalan heterodimer p50-p65, ¢ekirdege
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dontisiir ve kiigiik bir gamma (g)-interferon ve IL-8 salinimina yol agan ¢esitli genleri
aktive eder. Reaktif oksijen molekiillerinin 16kositlere olan etkisine bakildiginda
sitokin uyaris1 vardir, bu sitokinlerden bazilari; TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-
b’dir. Hafif bagisiklik arttirici etki ozonlanmis l6kositlerle sinirli kalmamaktadir.
Trombositlerde biliylime faktorlerinin serbest kalmasini kolaylastirir; makrofajlar ve
solunum epitel hiicreleri gibi diger hiicre tiplerinde H>O», pro-oksidan etkisine adapte
olarak antioksidan sistemlerinin hiicre aktivasyonunu, sitokin salgilanmasini ve uzun
stireli verimliligini uyarir. Bu hiicresel tepkiler, uygun maruz kalma stireleri ve ozon
dozlar1 kullanildiginda uygun sekilde ayarlanabilen gecici ve akut bir oksidatif stres
olayindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle ozon, tanimlanmais bir terapotik aralikta bir
ilag gibi hareket edebilir. Boylece immiin sisteminin diizenlenmesinde rol oynar.
Yiiksek dozlarda uygulandiginda, ozon toksiktir, daha diisiik dozlarda ise anti-
inflamatuar ve antioksidan sistemleri aktive eder (Di Paolo ve ark., 2005; Bocci 2006a;
Bocci ve ark., 2014; Diragoglu, 2015; Kaya ve ark., 2017).

LOP iiretimi, plazmada bulunan PUFA'nin peroksidasyonunu takip eder:
heterojendir ve lipoperoksit (LOO) olarak siniflandirilabilir, alkoksil radikalleri (LO),
lipohidroperoksitler (LOOH), izoprostanlar ve bunlarin arasinda 4-hidroksi-2,3 trans
nonenal (HNE) ve malonildialdehit (MDA) bulunmaktadir. Bunlar in vitro olarak
ROT'dan ¢ok daha stabildirler, ama neyse ki kan reinfiizyonu iizerine viicut sivilari,
atilim (idrar ve safra yoluyla) ve GSH-transferaz (GSH-Tr) ve aldehit dehidrojenazlar
tarafindan metabolizmada belirgin bir diliisyona ugrarlar bu da metabolizmanin canl
organizmalarin ROT- (ve ozonun) biyomolekiillere bagli hasarina verdigi temel

tepkilerdir (Di Paolo ve ark., 2005; Bocci, 2006a).
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Eritrosit - Dokulara kolay Oz birakma

Trombosit - Blylme faktérinin

g

Lokosit - immiin sistemin uyariimasi

Endotel - NO salinminda artma
|
Kemik iligi - Oksidatif strese direngli
eritrosit yapimi ve artmis kok hiicre

aktivasyonu

Diger Organlar - Antioksidan enzim
miktarinda artma

Sekil 3. Insan kaninin oksijen-ozona maruz kalmasi sirasinda ortaya ¢ikan ana

biyolojik etkilerin bir 6zeti (Bocci, 2006b)

Yapilan ¢aligmalarda ozonun terapdtik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu ozon konsantrasyonu Rice-Evans’in tarif ettigi total antioksidan
kapasiteyi % 25°ten fazla diistirmedigi gibi azalan antioksidanlar 20 dakika sonra eski
haline gelmektedir. Plazmanin sahip oldugu genis antioksidan kapasite ve
eritrositlerdeki antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon toksisitesine karsi en direncli

dokudur (Travagli ve ark., 2007; Ozler ve ark., 2009).

Ozon uygulamasi ile hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin de uyarildig1
bildirilmistir. Bu enzimin artisgindan gerek ROT gerekse eritrosit hemolizi sorumlu
olabilir. HO-1, hem halkasinin yikim yolunda gorev alan mikrozomal bir enzimdir ve
HO-1'in eszamanli uyarilmasiyla desteklendigi varsayilmistir, ¢iinkii bu enzim H>0>,
ultraviyole 1s1n1m1, ROT ve hem tarafindan uyarilmaktadir. Bu enzim hem molekiiliinii
biliverdin ve CO pargalar. Yine HO-1’in yaninda 1s1 sok protein-70’in de arttig1
gosterilmistir (Bocci ve ark., 2007).

Terapotik aralik i¢inde, eritrosit membraninda lipid peroksidasyonunun meydana
gelmedigi gosterilmistir. Olusan potansiyel lipid peroksit, peroksiroksinler ve GSH
peroksidazlar yoluyla hizla hidroperoksite indirgenir. Bu nedenle, kanin kan fazi ile

gaz faziyla karistirilmasindan 5 dakikadan daha kisa bir siire i¢inde, ozon tamamen
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reaktif olmus ve tipik ROT olarak 40 pm'den fazla H>O> (80 mg/ml ozon
konsantrasyonu durumunda) ve tipik LOP olarak 1-3um alken iiretmistir. Kan
hiicrelerinin plazma ve intraselliiler sivilar1 arasinda olusan H>O gradyani oldukga
geciskendir, ¢linkii H»0, hiicre zarindan kolayca gecer, ancak hiicre igi
konsantrasyonu, hiicre dis1 konsantrasyonunun % 10'undan fazla degildir, bunun da
sebebi hizla bol miktarda GSH ve tioredoksin ile suya indirgenmesidir. H>O>’in hiicre
ici yart dmrii 10-30 sn civarindadir ve plazmada 1 dakikadan azdir. Hiicre i¢i H20:
kan hiicrelerinde  asagidaki  biyokimyasal yolaklar1 aktive eder: (1)
2,3,difosfogliseratin artis1 nedeniyle, oksihemoglobin egrisi saga kayar ve eritrositler
hipoksik dokuya daha fazla oksijen verebilir.(2) lenfositlerde NF-kB'nin aktivasyonu,
birkag sitokin sentezinin artirdig1 i¢in hafif bir bagisiklik uyarimi ile sonuglanir; ve (3)
tyilesme siirecini tesvik etmek i¢in yararli goriinen trombosit biiyiime faktorlerinin
serbest birakilmasidir.

Daha sonra, ozonlanmis kanin inflizyonu sirasinda, herhangi bir serbest
alkenal, bobrek ve karacigerde safra ya da idrar yoluyla detoksifiye edilir ya da atilir

(Bocci ve ark., 2012).
2.2.5. Medikal Ozonun Uygulama Yontemleri

Insan kanimnin oksijen ve ozon karisimima maruz birakilmas1 maruz kalma siireleri
ve konsantrasyonlarin uygun olmasi1 kosuluyla, kan ic¢in toksik etki olusturmaz.
Aslinda optimum konsantrasyon 10 ila 80 pg/ml arasinda degismektedir. Bununla
birlikte, 70 pg/ml konsantrasyonunun en giivenli doz oldugu bildirilmistir (Bocci,
2006b; Salem ve ark., 2015). Esik kavrami fizyolojik olarak onemlidir ve ¢ogu
durumda ml kan basma 10pg/ml gazin altindaki bir ozon dozunun biyolojik olarak
etkisiz oldugu anlamina gelir. Bunun altindaki ozon dozlar1 plazma antioksidanlar
tarafindan tamamen nétralize edilirken, terapotik dozdan (ml kan bagina 10-80 pg)
daha yliksek bir dozun toksik etki yaratacagindan dolayr kullanimi tavsiye
edilmemektedir. Terapotik dozlar uygulama yollar1 ve uygulama bolgelerine gore
degisiklik gostermektedir (Kesikburun ve ark., 2017; Bocci, 2006b). Ozon
uygulamalarina ilk bakista, her hastalikta kullanilabilecegi diisiiniilse de aslinda tedavi
amacina uygun olarak doz ve siiresinin planlanmasi sanildig1 kadar kolay degildir.
Acikgasi, bugiin farkli patolojiler, evreleri ve hastanin durumu i¢in en uygun yontemi

se¢ebilmek miimkiindiir (Kesikburun ve ark., 2017; Bocci ve ark., 2009). Uygulamada
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onemli noktalardan biri de, gaz karisiminin her zaman % 95'ten az oksijen igermemesi
nedeniyle oksijen embolizmini tetikleme riski nedeniyle intravendz bir gaz halinde
enjekte edilmemesi gerektigidir (Bocci, 2006a).

Medikal ozon tedavisinde bir¢ok uygulama yontemi mevcuttur. Fakat kullanim
sinirl1 ve riskli olmasindan dolayr en fazla tercih edilen yontemler: Major
otohemoterapi (MOTH), mindr otohematerapi (MITH) ve rektal infiizyon (RI) en sik

kullanilanlardir.

2.2.5.1. Major Otohemoterapi (MOTH)

MOTH en sik tercih edilen uygulama yontemlerinden biridir. Hastanin
damarindan alinan bir miktar kanin (100 ml'den 225 ml'ye kadar) ozona dayanikli sise
icinde uygun ozon/oksijen karisimi1 (ozon en ¢ok % 5, oksijen en az % 95) ile muamele
edildikten sonra ayn1 damardan geri verilmesi esasina dayanir. Tiim tedavilerin temel
uygulama yontemidir (Bocci ve ark., 2011).

Simdiye kadar, en optimal yaklassm MOTH olmustur, ¢ilinkii hastanin viicut
agirhigina dayanarak, % 3.8 sodyum sitrat veya heparin ilave edilmis Onceden
belirlenmis bir kan hacmine esit miktarda gaza maruz kalabilir, ozon konsantrasyonu
hassas bir sekilde ozon direngli, kullanilip atilan 500 mL'lik bir cam sise kullanilarak
vakum altinda belirlenir. Kopiiklenmeyi onlemek i¢in hafifce karistirilarak, kanin
ozonlanmas1 5-10 dakika i¢inde tamamlanir ve ozonlanmis kan, uygun kan tiipii ile
uygun bir serum araciligiyla 15 dakika i¢inde dondre verilir. Bu basit ve ucuz
uygulama yontemi, geleneksel tip tarafindan tanimlanan yontemlerden daha iistiin
olup, kronik iskemide iyilestirici sonuglar vermistir. Aynit zamanda kronik enfeksiyon
hastaliklarinda ve muhtemelen otoimmiin hastaliklarda destekleyici bir yardimeidir.
(Bocci, 2006a; Bocci ve ark., 2011a; Bocci ve ark., 2011b).

Klinik uygulamaya gelince, ozonlanmis otohemoterapi, bazi yasa bagimh
makiiler dejenerasyonlarla (makiiler dejenerasyon, kuru form) iliskili vaskiiler
hastaliklar1 (6rnegin felg, periferik arteriyel ve kronik kalp hastaligi) tedavi etmek igin
ozellikle uygundur. VEGF, retinanin iskemik hastaliklarinda damar gegirgenligi ve
anormal anjiogenezin mediyatoriidiir. VEGF, vaskiiler endotel tarafindan bolgesel
hipoksi, TGF-p, fibroblast bliytime faktorii, inflamatuar sitokinler ve glikolizasyon son

tiriinlerinin uyarisina bagl olarak salgilanir. Kronik bulasic hastaliklarda, diyabet ve
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kanserde yararli bir destekleyici tedavi olabilir, fakat tamamen iyilestirici degildir

(Bocci ve ark., 2011b).

Tablo 1. MOHT’nin endikasyonlar1 ve tedavi yaklasimi (Viebahn-Hansler ve ark.,

2012).
O3 Konsantrasyonu
Endikasyonlar O3 Hacmi Tedavi Sikhig1

Arteriyel Dolasim Hastaliklarinda
Serebral ve Periferal Evre 11 15-20 pg/ml 50ml Haftada iki kez

20-30 pg/ml 50-100ml flk giinde bir kez, sonrasinda haftada iki
Evre Il ve IV kez
immiin Sistem ve Oksidatif Stresin Diizenlenmesinde
Canlandirma, Genel Immiin
Yetmezligi ve Enfeksiyon 20-25 pg/ml 50ml Haftada iki kez
Onleme
Viriis Kaynakh Hastaliklar
Hepatit Akut Evre 30(max. 40) pg/ml 50-100ml  Baslangicta giinliik, daha sonra azaltilir
Kronik Evre(B/C) 50-100ml  Haftada iki kez, sonra haftada 1 ve ayda

10-20 pg/ml 2 kez seklinde devam edilir

Tamamlayic1 Onkolojide
Kemoterapi ve/veya
Radyasyonun yan 10-15 pg/ml 50ml Haftada iki-ii¢ kez
etkilerinin dnlenmesi
inflamatuvar Siireclerde ise,
RA Akut Evre 30-35 pg/ml 50(100)ml  Giinliik
Diyabetik Anjiyopati 20-25 pg/ml 50ml Haftada iki kez, devaminda ayda iki kez

2.2.5.2. Minér Otohemoterapi (MiTH)

Hastadan alinan 5 ml kanin esit hacim gaz karisimiyla (genellikle % 95 Oz, % 5

03), ozon yogunlugu 80-100 pg/ml araliginda olacak sekilde, ozona dayanikli enjektor

icinde kuvvetli bir sekilde karistirilarak elde edilir (Bocci ve ark., 2011a). Kopiik dahil

olmak tizere hafifce oksitlenmis kan, herhangi bir anesteziye gerek olmadan ve elde

edilen ozonlu kan bekletilmeden gluteus kasma enjekte edilir. Bu yontem

uygulanirken az miktarda da olsa hemoliz riski (% 1-2) mevcuttur. MITH uygulanan

gluteal kasta “Hem” molekiiliiniin agiga ¢ikmasit HO-1 (heme-oksijenaz 1) sentezini

uyarir. Kolay uygulanan MITH ucuz, giivenli ve iyi tolere edilen bir ydntemdir.
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Ozellikle spesifik olmayan bir immiinomodiilatdr yaklasim olarak, son 20 yilda,
herpetik enfeksiyonlarda faydali kronik enfeksiyon hastaliklarinda MOHT
desteklemek amaciyla kullanimi yaygindir (Bocci ve ark., 2011a; Bocci ve ark.,

2011b).
2.2.5.3. Rektal Infiizyon (RI)

Ozon uygulamada farkli bir yontem de bir O2-O; gaz karigiminin rektum igine
verilmesidir. Giinlimiizde, bir¢ok hastalig1 tedavi etmek i¢in Onerilmistir (Bocci ve

ark., 2012).

O3 konsantrasyonunda 5 ila 35pl/ml'den fazla olmayan dozlarda rektum/kolon
icine 200-250 ml gaz hacminin infiizyonu tam olarak yapilabilir, ancak etkili O3 dozu
olas1 siskinlik ve daha fazla veya daha az miktarda liimen igeriginin varligi nedeniyle
belirlenemeyebilir. Oksijenin dogal tasiyici oldugunu ancak reaktif gazin ozon
oldugunu ve rektum liimeni i¢inde ¢ok hizli bir sekilde hidrojen peroksit ve cesitli
lipohidroperoksitler ve alkenaller iirettigini agiklanmistir (Bocci ve ark., 2011d). Bu
uygulama yonteminde, dozun énemli bir boliimiiniin diski1 maddesi tarafindan emilip
etkisini kaybedecegi aciktir. Kalan O3 dozu ¢6ziliir ve mukozay1 kaplayan glikokaliks
ve mukoproteinlerden olugan tabakada ndtr bir hal alir. Ozon aninda ve tam olarak
mukoza igerisindeki bilesiklerle reaksiyona girer, ancak sadece LOP'lerin bir kismi
mukoza tarafindan emilir ve H,O, tamamen azalir. Bati iilkelerinde bircok hasta bu
yola itiraz etse de Kiiba'da bu yolla tedavi goren ¢ok sayida hasta vardir. Bu hizli ve
ucuz prosediirde her zaman O3 konsantrasyonu 50 mg/ml olan 200 ml O2-O;

karigiminin uygulanmasi benimsenmistir (Bocci ve ark., 2012).

Bu uygulama yontemlerin yani sira, parenteral olarak; intravendz, intra-arteriyel,
intramiiskiiler, subkutan, intraperitoneal, intraplevral, intraartikiiler, periartikiiler,
miyofasiyal, intradiskal, nazal, tubal, oral, vajinal, iiretral ve mesane i¢i, deri, dis i¢in
uygulama yontemleri s6z konusudur (Bocci, 2006a). Bahsedilen uygulamalarla
birlikte, burun, tiip, agiz, vajinal, vezikiiler, plevral ve periton boslugunun
inflizyonunun kontrollii uygulama yontemleri oldugu kanitlanmistir (Smith ve ark.,

2017).
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2.2.6. Medikal Ozonun Klinik Uygulamalar:

Oksijen ve ozonun bir gaz karisimi olarak uygulanan ozon tedavisi klinik
kullanimi sistematik olarak kardiyovaskiiler, kronik deri iilserleri, peritonit, enfekte
olmus yaralar, iskemik hastaliklar ve eklem problemleri, deri altt doku, periferik
vaskiiler hastalik, norolojik, bas ve boyun, ortopedik, gastrointestinal ve genitotiriner

olarak diizenlenebilir (Salem ve ark., 2016; Smith ve ark., 2017).

T.C. Resmi Gazetede yayimlanan Geleneksel ve Tamamlayici Tip Uygulamalari

Yonetmeligi, 27.10.2014 tarihli ve 29158 sayili maddesinde;

e Kas iskelet sistemi yaralanmalar1 — Eklem, tendon ve ligaman yaralanmalar1
e Noropatik agri

e Vertebral disk patolojilerine bagli yansiyan agri

e Revaskiilarizasyon sans1 olmayan kritik iskemili ekstremite yaralanmalari

e Enfekte diyabetik yara

e Myofasial agri, fibromiyalji

e Diyabetik yaralar

¢ Gingivit, periodontitis hastaliklar1 i¢in ozon tedavisinin uygulanabilecegi

belirtilmistir.

Belirtilen hastalik/patolojilerle iliskilendirilebilecek durumlarda devam eden
tedavileri desteklemek amaciyla literatiirlerde de belirtildigi {izere ozon tedavisi,
dekompresyon hastaligi, CO ve duman zehirlenmesi gibi akciger ve solunum yolu
hastaliklarinda; agir kan kaybi, anemi, kronik iilserler, osteoradionekroz, refrakter
osteomiyelit ve nekrotizan fasilit ile komplike olan periferik arter hastaliklarinda,
protriizyon lomber intervertebral disk, travma ve refrakter iilserler, viral hepatit ve
diger hastaliklarin tedavisinde klinik olarak kullanilir. Romatoid artrit da dahil olmak
tizere eklem hastaliklarinda Os tedavisi kullanilarak umut verici sonuglara ulagilmistir

(Bocci ve ark., 2011; Chen ve ark., 2013).

Ozon tedavisi bahsedilen etkilerle birlikte ¢ok sayida yararli biyolojik yanit ortaya
cikarabilir ve muhtemelen yaslanma, kronik enfeksiyonlar, ateroskleroz, dejeneratif

stiregler ve kanser nedeniyle kronik oksidatif stresi tersine ¢evirebilir. Gergekten de,
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ozon tedavisi, homeostazisi diizeltebilen, atoksik fakat gercek bir “terapdtik sok™

olarak yorumlanir (Bocci ve ark., 2006).

Bu endikasyonlar yukarida belirtilen sistemlerle ilgili spesifik patolojiler igin
yuriitiilen insan klinik deneylerinin bir T{riintidiir. Dogrudan O3 tedavisinin
desteklenmemesine ragmen, mevcut Gida ve Ilag idaresi diizenlemeleri, giivenligini
ve etkinligini kanitladig1 durumlarda ozon kullanimimi kisitlanamaz (Smith ve ark.,

2017).

2.2.7. Medikal Ozon Uygulamasinin Kontrendikasyonlari ve Yan Etkileri

Ozon uygulamasimnin yan etkisi yok denecek kadar azdir. Simdiye kadar
literatiirlerde ~ bildirilen yan etkiler uygulama hatalarina bagli  lokal
komplikasyonlardir. En sik rastlanilan yan etki hemolizdir, terépatik dozlarda dahi bu
oran % 0,4 ile 1,2 arasinda tanimlanmistir. Ayn1 zamanda bu miktarda bir hemolizin
ortama HO-1 vermesinden dolay1r yararli ve istenilen bir sey oldugu da
savunulmaktadir (Kutlubay ve ark., 2010, Babugcu, 2011).

Ancak giiniimiizde ozon terapinin yan etkilerini ve bunlarin mekanizmasini

aciklayacak calismalara ihtiyag vardir.
2.2.7.1. Medikal Ozon Uygulamasinin Yapilmamasi Gereken Durumlar

Ozon uygulamasinin gaz formunda damar i¢ine enjeksiyonu hava embolisi sonucu
Oltimle sonuclanabileceginden yapilmamaktadir (Bocci ve ark., 2011). Ozon
uygulamasi, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi eksikligi (favizm, iyilik hali), erken
gebelik (ilk ti¢ ay1), Basedow Graves tipi hipertiroidi vakalari, anjiyotensin
doniistiirlicii enzim tedavisi (maling hipertansiyon), masif kanamali hastalar, kontrol
edilemeyen kardiyovaskiiler hastaliklar, agir trombositepeni (<50000/mm?) varliginda
ve ozona tepki gosteren astim gibi durumlarda yapilmamalidir (T.C. Resmi Gazete, 27

Ekim 2014, say1: 29158; Ek-3; Kaya ve ark., 2017).

2.2.7.2. Belirtilen Komplikasyonlar

Literatiirlerde glinlimiize kadar medikal ozon uygulamasi sonrasinda bes hasta
kaybinin gercgeklestigi ve bu vakalarin dort tanesinin 1984 yilinda uygulamasi
yasaklanmis olan dogrudan intravendz uygulamadan kaynaklandigi, digerinin ise

MOTH oldugu belirtilmektedir. Otopside Oliim nedeni olarak gaz embolisi
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bildirilmistir ve otopsi sirasinda dolasim sistemi ve kalpte 6nemli miktarda gaz

buldugu belirtilmistir (Babugcu 2011; Bocci ve ark., 2011e).
2.3. DNA Hasar1 ve Mekanizmalari

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin
korunmasi son derece onemlidir. DNA, 5°-3 fosfodiester baglariyla kovalent olarak
birbiriyle  birlesmis  pek  ¢ok  monodeoksiriboniikleotid  iceren  bir
polideoksiriboniikleotiddir. Tek zincirli DNA iceren birkac viriis disinda DNA, iki
zincirin birbiri etrafinda ¢iftli sarmal meydana getirecek sekilde donmesiyle olusan
cift-zincirli bir molekiildiir. DNA’nin fonksiyonu bazlar lizerindeki polar gruplara
baghdir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen baglar1 ¢ift sarmal
DNA'’y1 olustururlar. Adenin-timin arasinda iki, guanin-sitozin arasinda ii¢ hidrojen
bagi olusmaktadir. Bazlar merkezinde yer almakta, DNA’nin iskeletini ise seker-
fosfatlar olusturmaktadir. DNA dayanikli bir molekiil degildir, fizyolojik kosullarda
hiicre basina olusan giinliik yaklasik olarak 20.000-70.000 hasara kars1 duyarlidir
(Harvey ve ark., 2014; Dinger ve Kankaya, 2009; Pasaoglu, 2017; Alnajjar ve Sweasy,
2019).

Insan genomik DNA’sinin biitiinliigii ¢evresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak
tehdit altindadir. DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonu gibi hiicresel olaylar
sirasinda da endojen olarak DNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilir. Genetik
materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir (Kulaksiz ve
Sancar, 2007). DNA hasar1 normal DNA metabolizmasi sirasinda spontan veya bazi
cevresel faktorlerin etkisiyle olugsmaktadir. Hasar, normal DNA’nin kimyasal ve
fiziksel yapisindaki bir degisimdir (Pasaoglu, 2017). DNA hasarina oksidatif stres,
telomer erozyonu, onkojenik mutasyonlar, genotoksik stres ve metabolik stres dahil
olmak {tizere ¢esitli endojen veya ekzojen baskilar neden olabilir (Shimizu ve ark.,
2014). Ek olarak, DNA siirekli olarak niikleotid bazlarinin kaybina veya degisimine
yol acan ¢evresel saldirilara maruz kalmaktadir. Hasar verici etkenler nitroz asit gibi
kimyasallar, UV 11 gibi DNA’daki iki pirimidini birlestiren radyasyon veya gift-
zincir kiriklarina neden olan yiiksek-enerji radyasyonu olabilir. Hasar tamir edilmezse,
mutasyona ugramis hiicrelerin proliferasyonu tlizerindeki kontroliin kaybiyla kansere

sebep olabilecek kadar sonuglar doguran mutasyonlar olusur (Harvey ve ark., 2014).
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Oksidasyon, tanimlanmig 100'den fazla farkli okside lezyon ile en baskin DNA
hasar1 sebebidir. En bol miktarda okside olmus lezyon 8-oksoguanindir. Kanser
hiicreleri, glinde hiicre basma 105 frekansta 8-oksoguanin biriktirir. Hasarli DNA
birikimini 6nlemek i¢in hiicrede spesifik lezyon tiplerini hedef alan ¢esitli onarim
yollart kullanilir. Bu nedenle, DNA onarimindaki bir eksiklik, bir mutasyona ve

genomik dengesizlige yol agar (Alnajjar ve Sweasy, 2019).
2.3.1. Endojen DNA Hasarlan

Endojen sebepler organizmada siiregelen oksidasyon veya rediiksiyon
reaksiyonlar1 ile olusurlar. DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonu gibi hiicresel
olaylar sirasinda da endojen olarak DNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilir. DNA
hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; oksidasyon, metilasyon,
depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir (Kulaksiz ve Sancar, 2007; Pasaoglu,

2017).

2.3.1.1. DNA Replikasyonu Sirasinda Ortaya Cikan Yanhs Eslesmeler

DNA’nin temel bir islevi olan kendini kopyalamasina replikasyon denir.
Replikasyon genetik devamliligin saglanmasi i¢in dogru bir bigimde ger¢eklesmelidir.
Replikasyonun ilk evresi; baslangi¢ noktalarinin tayini, ikinci evre; ana ¢ift DNA
sarmalinin replike olabilmesi i¢in birbirinden ayrilmasi, iiglincii evre ise; replikasyon
catalinin olusumudur. Replikasyon sonrasi ana DNA molekiilii ile tiim niikleotid dizisi
tamamen ayni olan DNA molekiilii ortaya ¢ikar. Boylece DNA’da tasinan genetik bilgi

her replikasyon olay1 ile siirekli olarak aktarilmis olur (Harvey ve ark.,2014).

Hatali DNA replikasyonu, genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
icin DNA replikasyonu kesin olmalidir. DNA replikasyonu sirasindaki hatalarla
endojen olarak iiretilen DNA hasarina siklikla replikasyon stresi denir ve ozellikle
replikasyon catallarinin ilerlemesinin yavas veya problemli oldugu genomik bolgeleri
etkiler, ancak DNA replikasyon stresinin neden oldugu DNA hasar kontrol noktasinin
aktivasyonu sonucu hiicreler apopitoza yonlendirir. DNA hasarinin hiicre dongiisi
sirasindaki kontrol noktalarinda saptanmasi, apopitozu tetikleyerek hiicrelerin malign
doniigiimiine bariyer olusturmaktadir. Nitekim DNA hasar kontrol noktalarina
prekanserdz lezyonlarda siklikla rastlanmaktadir. Buna karsilik olarak DNA hasari

kontrol noktas1 ortadan kalktiginda, replikasyon hatasina sahip hiicreler mitoza ilerler
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ve muhtemelen ultra ince kopriilerin neden oldugu kromozomal anormalliklere neden
olur. Bu hiicreler malign ilerlemeye katkida bulunan genomik dengesizligi gosterir

(Mazouzi ve ark., 2014; Kitao ve ark., 2017).

2.3.1.2. DNA’da Bulunan Kararsizliklar Sonucu Olusan Hasarlar Bazlarin

Deaminasyonu

Bazlar genel olarak piirin ve pirimidin olarak ikiye ayrilirken; piirin bazlarindan
adenin (A) ve guanin (QG), pirimidinlerden sitozin (S) hem DNA hem RNA yapisinda
yer alir. Pirimidinlerden timin (T) DNA yapisinda bulunurken, RNA’da bunun yerine
urasil (U) yer alir. DNA’nin ¢ift sarmal yapisinda birbirine antiparalel yonde uzanan
iki uzun DNA zinciri bazlar arasinda kurulan hidrojen (H) baglar ile bir arada
tutulurken; A=T arasinda iki, G=S arasinda {ic H bag: olusur (Cakir ve Pasaoglu,
2017).

Deaminasyon; adenin ve sitozindeki bir amino grubunun keto grubuna
dontigmesidir. Sonucta sitozin urasile ve adenin hipoksantine doniistiiriilir ve
replikasyon sirasinda her iki molekiiliin de baz eslesme 6zellikleri degismis olur.
Deaminasyon spontan olarak ya da nitrdz asit gibi kimyasal mutajenlerle muamele

sonucu da olusabilir (Klung ve Cummings, 2003).

Sitozin normal sartlar altinda guanin ile eslesir. Adeninle eslesen urasile
doniistiikten sonra, orijinal G=S ¢ifti A=U ¢iftine ve bir replikasyon dongiisiinden
sonra da bir A=T c¢iftine doniislir. Adenin deamine edildiginde, olusan hipoksantin
normalde sitozinle eslestiginden, orijinal bir A=T ¢ifti bir G=S ¢iftine doniisiir (Klung

ve Cummings, 2003).
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Sekil 4. Sitozin ve adenin deaminasyonu

Metilasyon

DNA metilasyonu, pek cok tiir i¢in genomun yapisal biitiinliigline ve uygun
diizenlenmesine yardimei olan 6énemli bir DNA modifikasyonu olarak kabul edilir.
Sitozinin besinci pozisyonunda (5SmC) DNA metilasyonu, gen ekspresyonunun
kontrolii yoluyla, memeli gelisimi, hiicresel kimligin farklilasmas1 ve korunmasinda
onemli rolleri olan stabil bir epigenetik islemdir. Omurgalilarda tipik olarak CpG
(C;sitozin-P;fostat-G;Guanin) bolgelerine DNA metiltransferaz enzimi ile bir metil
grubunun baglanmasi neticesinde gergeklesir. Metil grubu DNA’nin sitozin bazinin
pirimidin halkasinin 5 numarali karbonuna eklenir ve yalnizca G tarafindan takip
edilen S bazini etkiler. Neticede 5 metil sitozin olusur ve burada metil vericisi olarak
yine S-Adenozil Metiyonin gorev yapar (Izmirli ve ark., 2012; Bewick ve ark., 2017;
Kim ve Costello, 2017).

ét solb el oy

N3- methyl idenine N7-methylguanine N3-methylcytosine O#methylthymine

\o
PN " )\
HoN N N
O%-methylguanine O*- ethyl(hymlne N3- methylthymme

Sekil 5. Metilasyon sonucu baz1t DNA bazlar1.

Depiirinasyon ve Depirimidinasyon

DNA yapisinda bulunan piirin ve pirimidin bazlarin termal dayanikliligina bagl
olarak hidrolitik baz kaybi olur ve sonugta piirin veya pirimidinleri uzaklastirilmis
bolgeler olusur. Baz kaybi replikasyonu etkileyebilecegi gibi piirin veya pirimidinleri

uzaklastirllmis bolgede 3° fosfodiester baginin kolayca hidroliz olmasi sonucunda
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zincir kiriklar: da meydana gelir. Pirimidin niikleotidleri, piirin niikleotidlerinden daha
kararlidir. Fakat inflamatuvar dokularda asir1 olarak {iretilen NO, 5-metil sitozinin
deaminasyonuna ve DNA zincir kiriklarina yol agtigi bildirilmistir (Walker 1995;
Dinger ve Akcgay, 2000).
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AG C{T TiC &6 T A C A C

TC G AAGCATGT G

L i1 &% i & % & 3 43
C T TE :r; C T=T C
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o B R Tt 15 S B D

Sekil 6. Adenin depiirinasyon.
2.3.1.3. Oksidatif Hasar

Endojen DNA hasarinin biiyiik kismi, sirasiyla hiicrelerde dogal olarak bulunan
su ve ROT hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlarda bulunan kimyasal olarak aktif
DNA'dan kaynaklanmaktadir. Oksidatif DNA hasari, normal metabolizma sirasinda
bazi tepkime basamaklarinda olusan oksijen radikalleri tarafindan endojen olarak
olusturulabildigi gibi iyonizan radyasyon ve ¢esitli kimyasallar gibi ekzojen faktorler
tarafindan da meydana getirilmektedir. Viicutta dogal metabolik yollarla olusan
serbest radikaller normalde radikal pargalayan antioksidan sistemlerle ortadan
kaldirilmaktadir. Ancak cesitli sebeplerle ROT artmasi ve antioksidan mekanizmalarin
yetersiz kalmasi sonucu oksidatif stres adi verilen patolojik olay meydana gelir.
Oksidatif stres, ROT dretimi ile hiicresel antioksidan savunmalart arasindaki
dengesizlikten kaynaklanir ve kanser dahil bir¢cok insan hastalifinin patogenezine
katkida bulunur. Normal oksijen metabolizmasi, yangi, kirlilik, iyonlastirici radyasyon
ve ultraviyole 151k gibi ¢ok sayida ¢evresel etkiye maruz kalma hiicre i¢inde fazla ROT
olusumuna neden olur. ROT, niikleik asit dahil olmak {izere hiicresel bilesenlere zarar
verir, bdylece DNA bazli lezyonlar1 ve iplik kopmalarini indiikler (Dinger ve Kankaya,
2009; Cakir ve Pasaoglu, 2017; Lee ve ark., 2017; Chatterje ve Walker, 2017).

Oksidasyon, tanimlanmis 100'den fazla farkli okside lezyon ile en baskin DNA

hasar1 nedenidir. Guanin, DNA bilesenleri icerisinde en diisiikk iyonizasyon
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potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en yatkin olan bazdir. Cu™ iyonlar1 DNA’da
G-C’den zengin bolgelerde yliksek oranda bulundugu i¢in oksidatif hasara en fazla
maruz kalmasimin sebebi de budur. OH’in, guanin molekiiliinde 8. karbon atomuna
ataklar1 sonucu oksidasyona yol acar. Degisiklige ugrayan DNA’nin oksidatif hasari
sonucunda modifiye bir baz olan 8-OHdG (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin) olusur.
Oksidatif DNA hasariin en duyarli gostergesi 8-OHdG’dir. DNA replikasyonu

sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden olarak mutasyona olan hassasiyeti artirir.

En yaygin 6lciilen baz hasar1 8-OHdG olup oksidatif DNA hasarinin belirteci olarak
kabul edilir (McDorman ve ark., 2005; Atmaca ve Aksoy, 2009; Cakir ve Pasaoglu,
2017).

Sekil 7. Oksijen radikalleriyle 8-OHdG nin olusumu (Cakir ve Pasaoglu, 2017).

Farkli bir oksidasyon (hidroksilasyon) iiriinii olan timin glikol hiicre icinde
olustuktan 24 saat sonra kandan temizlenerek idrara gecer. Idrarda bulunan
deoksitimin glikol diyet kaynakli degildir. idrar timin glikol diizeyi de oksidatif DNA
hasarinin gostergesi olarak degerlendirilir ( Dinger ve Akcay, 2000).
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Formamidopyrimidine 7.8 dihydro-8-oxoguanine Thymine glycol

Sekil 8. Oksidasyona ugramis bazi DNA bazlar1 (Chatterjee ve Walker, 2017).
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Kanser hiicreleri, giinde hiicre basina 105 frekansta 8-oksoguanin biriktirir.
Hasarli DNA birikimini 6nlemek i¢in hiicrede spesifik lezyon tiplerini hedef alan
cesitli onarim yollar1 kullanilir. Bu nedenle, DNA onarimindaki bir eksiklik, bir
mutator fenotipine ve genomik dengesizlige yol agar (Alnajjar, 2019). Farkli radikal
metabolitlerin DNA hasarina neden olus mekanizmalar1 da farklidir. Stiperoksit
anyonu ve dismutasyonuyla olusan H>O> dogrudan DNA ile esleserek baz
oksidasyonuna ve zincir kiriklarina yol agmaktadir. Gegis metal iyonlariin varliginda
Fenton reaksiyonu ile aktif bir serbest radikal olan OH radikali DNA hasari
olusturmaktadir. Singlet oksijen, guanine spesifik olarak baglanarak hasar meydana

getirmektedir (Cakir ve Pasaoglu, 2017; Alnajjar, 2019).
2.3.2. Cevresel Sorunlardan Kaynaklanan Hasarlar

DNA hasar1 normal DNA metabolizmasi sirasinda spontan veya bazi ¢evresel
faktorlerin etkisiyle olusmaktadir. DNA hasarina yol acan ¢evresel faktorler, fiziksel
ve kimyasal ajanlardir.

240-400 nm dalga boyunda olan UV 1sinlart DNA iizerinde belirli bir hasara neden
olur. UV radyasyon 1sinlarindan UV-C ve UV-B 1sinlari, DNA ile siddetle absorbe
edilir. Nikleik asit bazlarmin UV 15181 absorbsiyonu sonucu kimyasal degisiklikler
meydana gelmektedir. Bir hiicrenin UV 1sinlarina maruz kalmasi, iki bitisik
pirimidinin genellikle timinler olmak iizere kovalent olarak baglanmasina neden olur
ve bir dimer yapist meydana gelir. Bu timin dimerleri, DNA polimerazin DNA
zincirini, dimer olusum bolgesinin ilerisine dogru replike etmesini engeller. DNA ile
ve diger molekiillerle girilen reaksiyonlar sonucu pirimidin dimerleri (T-T, T-C)
olustururlar. Sonucta DNA replikasyon ve transkripsiyonu engellenmis olur. UV
radyasyon DNA-protein ve daha az olmak iizere DNA-DNA c¢apraz baglarinin
olusumuna da neden olur. Buna ek olarak UV’ye maruz kalan DNA’larda zincir
kiriklarinin meydana geldigi de bilinmektedir (Dinger ve Akcay, 2000, Lippincott,
2014, Cakir ve Pasaoglu, 2017).

Iyonize radyasyonun (IR) DNA iizerine etkisi dogrudan veya dolayli yolla
olabilir. Dogrudan etki radyasyon enerjisinin direk DNA ile etkilesimi sonucu
olusurken, dolayl etki radyasyonla agiga cikan enerji ile uyarilan molekiillerin DNA

ile etkilesimi sonucu meydana gelir. IR etkisiyle, DNA’y1 ¢evreleyen suyun O-H
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baglarinin hidrolitik ayrilmasi sonucu olusan OH radikali DNA ile etkilesir. IR veren
gamma 1sinlar1 ve X 1silarinin, biyolojik molekiillerle reaksiyonu sonucu baz kaybi,
baz hasar1 ve zincir kiriklar1 olusur. Tek veya cift zincir kiriklari, normal DNA
metabolizmasinda topoizomerazlar, niikleazlar, replikasyon ¢atali, onarim islemleri
esnasinda nadir goriiliirler. IR esnasinda kromozom kayiplariyla birlikte baz
delesyonlar1 goriiliir ve zincirler arasi ¢apraz baglar ve DNA-protein arasi ¢apraz
baglar meydana gelir (Cakir ve Pasaoglu, 2017). IR sonucu doymus halkali baz
tirevleri olusur. Bunlarin en Onemlileri timin glikol, metil tartranil iire, 5-OH
hidantoin, 5-OH metil urasil, 8-OH guanin, 4,6 diamino 5-formamido pirimidindir
(Dinger ve Akcay, 2000; Cakir ve Pasaoglu, 2017).

Gilinlimiizde yaygin klinik kullanimi olan alkilasyon ajanlar1 (6rn. Metilasyon
ajanlari, kloroetilasyon ajanlart) DNA, RNA ve protein gibi hiicresel molekiillere alkil
gruplan transfer ederek biyolojik etkilerini ortaya koymaktadirlar. Bu ajanlar; DNA
omurgast i¢indeki fosfodiester gruplarinin oksijeni ile birlikte, niikleik asitlerin
nitrojen ve oksijeni i¢eren niikleofilik bolgeleriyle reaksiyona girerler. Metilasyon ve
kloroetilasyon ajanlarinin her ikisi de bir unimolekiiler niikleofilik substitlisyon
reaksiyonu (NS1 reaksiyonu) araciligiyla hiicresel makromolekiillere zarar verir ve bu
nedenden dolayr DNA’daki oksijen atomlarina dogru giiclii bir elektrofilik afiniteye
sahiptirler. DNA’daki niikleotidlere alkilleyici ajanlarin baglanmasiyla DNA’nin
yapist ve islevi bozulur. Bu alkilleyici ajanlardan ikisi olan metilasyon ve
kloroetilasyon ajanlarinin kimyasal bir reaksiyon ile DNA’daki oksijen atomlarina
baglanirlar. Bu baglanma niikleotidin pek ¢ok pozisyonunda gerceklesmekle birlikte
en mutajenik lezyona sebep olan pozisyon, guanin bazinin O6 pozisyonudur.
Alkilleyici ajanlarin guanin bazinin O6 pozisyonuna baglanmasiyla olusan O6-MeG
eklentisi eger tamir edilmezse hiicrenin ilk replikasyonu sonucunda alkillenmis guanin
bazinin karsisina tamamlayicit baz olarak timin ge¢cmesine neden olur. Sisplatin ve
alkilleyici ajanlar gibi kemoterapdtik ilaglar DNA’da ¢ift zincir kiriklarina ve zincir
ici capraz baglarin olusumuna neden olmaktadir (Miiftiioglu, 2003; Kurtoglu ve
Tekedereli, 2015; Sen ve ark., 2017).

Ozonun viicuda verilmesi ile olusan reaksiyonlardan veya oksijenli
bimolekiilerden kaynaklanan serbest radikaller ozonun etkilerine aracilik edebilir.

Ozon gazi kanla temas etmesinden hemen sonra plazmada erir ve kan hiicrelerinin
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zarlarindaki doymamis yag asitleri ile reaksiyona girip onlar1 oksitlerken aymn
zamanda da en fazla H>O; olmak iizere bircok ROT meydana gelir. Temel ROT
molekiili, cesitli biyolojik ve terapétik etkilerin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan bir
ozon habercisi olarak gorev yapabilen, radikal olmayan oksidan hidrojen peroksittir.
ROT’lar, fizyolojik miktarlarda, sinyal iletiminin diizenleyicileri olarak gorev
yaparlar, savunma ve bagisiklik yanitlarinin 6nemli aracilaridirlar. ROT plazmada ¢ok
hizl1 bir sekilde olusur ve ortamdaki antioksidan kapasite % 5 ila 25 kadar azalir.
Ancak bu etki gegicidir ve 15-20 dakika igerisinde bir toparlanma olur. Bu sirada bir
miktar H>O» hiicre i¢ine girmis ve bir¢ok metabolik reaksiyonu uyarmaya baslamistir.
Hiicre icine giren H>O> antioksidanlar tarafindan nétralize edilir (Bocci, 2006a;
Babugcu, 2011).

ROT'un RA dahil birgok hastaligin patofizyolojisine dahil oldugunu
gosterilmistir. Bunlar eklem dokularinda lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar verme
potansiyeline sahip yiiksek oranda reaktif kimyasal tlirlerdir. Normal kosullar altinda
ROS firetimi, viicutta bulunan ¢esitli antioksidan savunma sistemi tarafindan kontrol
edilir. Enzimatik olmayan antioksidan savunma, A ve C vitaminlerini, digiik GSH
igerirken, enzimatik antioksidan, SOD, CAT, GPx, glutatyon rediiktaz (GR) ve
glautathione-S-transferaz (GST) igerir. Artan kimyasal reaksiyon veya yetersiz
antioksidan savunma sistemi nedeniyle oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengesizlik oksidatif strese neden olur. Bu ROT uygun sekilde viicuttan
uzaklagtirilmazsa biyolojik makromolekiillerde hasar meydana getirebilir (Mateen ve
ark., 2016).

Oksidatif hasara en duyarli yapilar lipit membranlar olmakla birlikte, biyolojik
yapilarin cogu 6zelliklede DNA oksidatif strese bagli hasar olusumuna yatkindir. Ozon
kararsiz yapida bir gazdir ve oldukca ytiksek oksitleme giiciine sahiptir. Hizla oksijen
molekiiliine ve atomuna ayrilmaktadir. Ozon yukarida bahsedilen antioksidanlarca
etkisizlestirilsede bir kism1 plazmada bulunan PUFA ile etkilesime girerek LOP’lar ve
H>02’i meydana getirir. H>O», radikal olmamakla birlikte oksidan olan veya kolaylikla
oksidan molekiile doniisebilen bir yapidadir ve bircok oksidanin aksine hiicre
membranindan kolaylikla gecer ve burada metal iyonlariyla etkilesime girerek (fenton
reaksiyonunda oldugu gibi) olusturdugu OH" radikali, DNA’da bulunan guaninin

bazinin 4, 5 ve 8. karbonu ile reaksiyona girebilmektedir. 8. karbonuna baglanmak ve
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baz1 okside etmek suretiyle guanini 8-hidroksideoguanozin’e (8-OHdG) doniistiirtir.
Bu doniisiim normal sartlarda DNA onarim mekanizmalarinca algilanir ve bu modifiye
baz replikasyon 6ncesinde DNA’dan uzaklastirilir. Meydana gelen metabolit 8-OHdG
seklinde dolasima verilir. Eger modifikasyona ugrayan baz DNA yapisindan
uzaklagtirilamazsa replikasyon sonucu G-C eslesmesi yerini A-T eslesmesine
birakarak kalict mutasyon meydana getirir. Bu ozonun DNA da olusturdugu
hasarlardan yalnizca biri olup buna ek olarak farkli mekanizmalar araciligiyla DNA’da
tek ve ¢ift zincir kiriklarina, DNA-protein ¢arpraz baglanmalarina, abazik bolgeler
olusumuna ve DNA vyapisinda bulunan sekerin modifikasyonuna neden olabilir.
Ozonun DNA meydana getirdigi bahsedilen hasarlar RA’da goriilmektedir.
Literatiirde de belirtilen pek ¢ok calismada RA’ll hastalarda oksidatif stresin ve
oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin artabildigi, hastalarin antioksidan diizeylerinin

azalabildigi ve hastaligin kanser riskinde artisa neden olabildigi bilinmektedir.
2.4. DNA Onarimi ve Onemi

Genetik bilginin nesilden nesile saglikl1 olarak aktarilabilmesi icin DNA yapisinin
korunmasi son derece Onemlidir. Genomik DNA’nin biitiinliigli, farkli DNA
hasarlaria neden olan ultraviyole, X-1s1nlar1, kimyasal bilesikler gibi ¢cevresel ajanlar
ile stirekli tehdit altindadir. DNA’nin fonksiyonu bazlar iizerindeki polar gruplara
baghdir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen baglar1 ¢ift sarmal
DNA’y1 olustururlar. DNA bazlarinin polar gruplarinda olusan kimyasal degisiklikler
replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve sonucta mutasyona neden olur. Deoksiriboz
fosfat iskeletinde meydana gelen kopmalar ise replikasyonu bloke etmenin yani sira
asirt miktarlarda olustugunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Miiftiioglu, 2003; Dinger
ve Kankaya, 2009).

Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde yaklasik olarak 10* adet kodlanmayan
veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana gelmektedir. DNA iizerinde olusan
hasarlar1 onaran spesifik onarim sistemleri mevcuttur. DNA onarim kapasitesini asan
diizeyde hasar olustugunda veya DNA onarim sistemleri kalitsal ya da edinsel olarak
defektif ise DNA hasar1 kisa donemde deoksiriboniikleotid trifosfat havuzunun miktar
ve bilesiminde degisikliklere, replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve protein
sentezinin inhibisyonuna, proteolitik aktivitenin indiiksiyonuna; uzun vadede ise

mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep olmaktadirlar. DNA hasar1 diigiik
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seviyede ise DNA onarim mekanizmalari tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir
hasarlar apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine sebep olur. Orta dereceli
hasarlar ¢ogunlukla mutasyonla sonuglanirlar.

DNA onarim sistemlerinin insanlar i¢in en 6dnemli rolii ise genetik hastaliklara ve
kansere yol agcan genetik hasara kars1 koyma potansiyelidir (Dinger ve Kankaya, 2009;
Sen ve ark., 2017).

Hiicreler genomik biitiinliigii korumak amaciyla ici i¢e gegmis, karmasik, bir dizi
DNA onarim mekanizmalarina sahiptirler. DNA onarimi niikleazlar, helikazlar,
polimerazlar, topoizomerazlar, rekombinazlar, ligazlar, glikozilazlar, demetilazlar,
kinazlar ve fosfatazlarin kimyasal olarak modifiye edilmis enzimatik aktivitelerine
gore gergeklestirilmektedir. Hiicre i¢inde; DNA onarim yollart bes kategoriye
ayrilabilir: dogrudan onarim, baz eksizyon onarimi, niikleotit eksizyon onarimi, ¢ift
sarmal kopma onarimi ve ara pargalar arasi ¢apraz baglarin onarimi. (Sancar ve ark.,

2004; Kulaksiz ve Sancar, 2007; Kurtoglu ve Tekedereli, 2015).
2.4.1. DNA’min Dogrudan Onarim

Organizmalarin ¢ogunda iki dogrudan onarim mekanizmasi vardir: UV ile
indiiklenen pirimidinin foto-geri doniisiimii, DNA fotoliyazi ile azalir ve O6-metil
grubunun, metilguanin DNA metil transferazi ile DNA'da O6-metilguaninden
cikarilmasidir. Fotoliyaz, onarim sistemi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve cogu
omurgalida bulunmasina karsin, insan dahil pek ¢ok Okaryotik tiirde olmamasindan
dolay1 evrensel bir onarim sistemi degildir, metilguanin DNA metiltransferaz dogada
neredeyse evrensel bir dagilima sahiptir (Sancar ve ark., 2004; Kurtoglu ve Tekedereli,

2015).
2.4.2 Baz Onarimi Reaksiyonu

Alkilasyonun, deaminasyonun, oksidasyonun ve DNA replikasyon hatalarinin
neden oldugu kii¢iik DNA modifikasyonlart 6nemli DNA tamir siire¢lerinden birisi
olan BER ile tamir edilmektedir. BER yolagi, kii¢lik sarmal bozulmalarina neden olan
endojen DNA lezyonlarinin ¢ikarilmasinda ana mekanizmadir. BER, bakterilerden
insanlara gelisim sirasinda biiyiik 6l¢iide korunmaktadir. DNA'da bir abazik (AP)
bolgesi olusturmak icin hedef bazi serbest birakan bir DNA glikozilaz ile baslatilir.

AP bolgeleri ayrica dogrudan hasarli bir {iriin olabilir. Oksitlenmis/indirgenmis
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bazlar, alkillenmis (genellikle metile edilmis) bazlari, deaminlenmis bazlar1 (6rnegin,
urasil, ksantin) veya baz uyumsuzluklarini1 tantyan DNA glikozilazlar1 vardir. DNA
glikozilazlari, sadece DNA lezyonunu gideren tek islevlidir veya iliskili bir AP-liyaz
aktivitesine sahiptir (Slupphaug ve ark., 2003; Sancar ve ark., 2004; Dizdaroglu, 2015;
Kurtoglu ve Tekedereli, 2015).

BER’de, kisa yamal1 (short-patch) BER (SP-BER) ve uzun-yamali (long-patch)
BER (LP-BER) olmak {iizere iki ayr1 alt yolak bulunur. Kisa yolakta tek niikleotid
degisimi gerceklesirken, uzun yolakta 2-8 arasit niikleotidin kesip-¢ikarilmasi
gerceklesir. Her ikisinde de ilk basamakta tamir, hataya spesifik tek fonksiyonlu
(urasil-DNA glikozilaz ve N-metilpiirin-DNA glikozilaz gibi) ya da birden fazla
fonksiyona sahip DNA glikozilazlar (8-oksoguanin DNA glikozilaz vs) tarafindan
baslatilir ve bu enzimler AP bolgesi olugturmak ve bazi serbest birakmak i¢cin modifiye
baz ve seker arasindaki N-glikozidik bagin hidrolize edilmesini katalizler. AP bolge,
radyasyon ve kimyasallar tarafindan da spontan olarak da olusabilmektedir.
Sonrasinda ise LP-BER’de APE1 endoniikleaz veya SP-BER’de ise glikozilaz ile
baglantili B-liyaz tarafindan bu bolgede bir gentik olusturularak AP bolgesine komsu
bir 3’-OH ucu sunulmaktadir. Olusturulan bosluklar, SP-BER yolaginda DNA
polimeraz B tarafindan, LP-BER alt yolaginda Pol B, Pol € veya Pol 6 tarafindan
doldurulur. Ligasyon islemi, kisa yamali BER alt yolaginda XRCC1 ve Ligaz III
kompleksi tarafindan gergeklestirilirken, uzun yamali BER alt yolaginda Ligaz I
tarafindan gerceklestirilir (Slupphaug ve ark., 2003; Sancar ve ark., 2004; Kurtoglu ve
Tekedereli, 2015).
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Kiza Yamah Uzun Yamah
BEER. BER

Sekil 9. Uzun ve kisa yamali BER mekanizmalar1 (Kurtoglu ve Tekedereli, 2015).
2.4.3. Niikleotid Eksizyon Onarim Mekanizmasi (NER)

Niikleotid eksizyon onarim (NER) mekanizmasi UV 1518 neden oldugu deri
kanserinden sorumlu, DNA hasarlarinin onarimini saglayan en énemli mekanizmadir
ve prokaryotlardan yliksek Okaryotlara kadar korunur. NER sisteminin en 6nemli
ozelligi, genis substrat 6zelligidir: NER, cift zincir DNA’nin normal heliks yapisini
bozan, UV kaynakli pirimidin dimerleri veya ¢ogunlukla mutajenik kimyasallarin ve
kemoterapotik ajanlarin olusturdugu DNA lezyonlarini eksize edebilir (Sancar ve ark.,
2007; Morita ve ark., 2010; Kurtoglu ve Tekedereli 2015).

Eksizyon onarim mekanizmasi genel olarak sirasiyla; hasarin taninmas, ¢ift yonlii
kesme (dual insizyon), hasari igeren oligoniikleotid parcanin kesip c¢ikartilarak
(eksizyon) uzaklastirilmasi, tamir bolgesinde olusan boslugun DNA polimeraz
tarafindan doldurulmasi, ve son olarak olusan centigin ligasyonu ile DNA c¢ift
zincirinin ~ biitlinliiglinlin  tamamlanmas1  basamaklarindan  olugsmaktadir. Bu
basamaklar arasinda hasarin taninmasi basamagi en Onemli basamagi olarak

goriilmektedir (Sancar ve ark., 2007).
2.4.4. Cift Zincir Kiriklarinin Onarimi (Rekombinasyon Onarim)

DNA ¢ift sarmal kirilmalar1 (DSB'ler), DNA'da genetik bilgi kaybina ve
kromozomal kararsizliklara neden olan en dnemli lezyonlardir. DSB'lere iyonlastirici

radyasyon, ROT, niikleaz fonksiyon bozuklugu veya replikasyon catalinin ¢okmesi
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neden olabilir. Tamir edilemeyen ¢ift zincir kiriklar1 hiicre 6liimiine neden oldugundan
dolay1 ¢ift zincir kiriklarinin tamiri 6nemlidir (Slupphaug ve ark., 2003; Morita ve ark.,
2010).

DSB'lerin onarimi iki major mekanizma ile saglanmaktadir; homolog
rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan u¢ birlestirme (NHEJ)’dir. HR, dogru
yoldur ve hasar gérmemis homolog DNA'y1 onarim i¢in bir sablon olarak kullanir.
Homolog olmayan ug birlestirme, iki DSB ucunu dogrudan birbirine baglar ve verimli
olmasina ragmen, ligasyon bdolgelerinde genetik bilgi kaybina egilimlidir (Morita ve
ark., 2010). HR, kopma onarimi, DNA replikasyonunu takiben, genellikle kardes
kromatitlerden, saglam bir homolog sekans ile yonlendirilir. HR, béliinen hiicrelerde,
hiicre dongiisiiniin S, G2/M fazlarinda gerceklesmekte ve replikasyon catalinin
korunmasi, telomer bakimi ve mayoz I’de kromozom dagiliminin korunmasinda

onemli yere sahiptir. NHEJ, bu hiicre dongiisli boyunca olusabilir; ancak, en ¢ok
G1'de aktiftir. NHEJ, cift zincir kirik uclar1 modifiye ederek birbirine baglar fakat bu
tamir sistemi ile hasarlanmamis DNA kalibina ihtiya¢ duyulmaksizin hataya meyilli
olarak, birkag niikleotid kayb1 ile DNA onarimi gergeklesir (Hakem, 2008; Morita ve
ark., 2010).

2.4.5 Yanhs Eslesme Onarimi ( MMR)

Yanlis eslesme onarimi (mismatch repair (MMR)), DNA replikasyonu ve
rekombinasyonu sirasinda ortaya ¢ikan baz-baz uyumsuzluklarini ve ekleme-silme
dongiilerini (IDLs) ortadan kaldiran ve E.coli’den insanlara kadar olduk¢a korunan
bir onarim mekanizmasidir. MMR sistemi, kiiciik tek zincir DNA halkalarinin ve
yanlis eslesmenin replikasyon sonrasi tamirinden sorumludur (Onur ve ark., 2009; Sen
ve ark., 2017).

Okaryotlardaki bilinen sekiz MSH (MutS homolog) polipeptidinden insanlar, baz
uyusmazliklarini ve bir ila iki niikleotit IDL'yi, MutSb heterodimerini (MSH2 / MSH3)
ve biiylik IDL'leri tanimak i¢in MutSa heterodimerini (MSH2 / MSH6) kullanirlar;
Kanonik insan MMR yolu MutS ve MutL olarak adlandirilan iki biiyiikk protein
kompleksi tarafindan yiiriitiiliir. MutS uyusmazligin tanimlanmasindan sorumlu iken
MutL hatanin giderilmesini saglar. E. Coli DNA’sinda, (5') GATC dizisindeki
adeninler 6zel bir metilaz olan “Dam Metilaz” tarafindan metillenmistir. Ancak, yeni

sentezlenen zincir birka¢ dakikalik bir gecikme ile metillenir ve bu zaman siirecinde
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yeni zincirdeki hatali eslesen bazlar mutS tarafindan taninir. Sirayla mutL ve mutH bir
kompleks olusturmak iizere sisteme katilirlar ve DNA boyunca ¢ift yonli olarak
metilenmemis bir GATC buluncaya kadar hareket ederler. MutH’deki endoniikleaz
fonksiyonu metil grubunun karsisinda metillenmemis zincire bir ¢entik atmak iizere
aktive olur. Metillenmemis zincir, ekzoniikleaz I, SSB ve uvrD helikaz’in birlikte
hareketi ile uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA zincirini tekrar olusturur ve
ligasyon ile onarim sona erer (Debeleg-Biitliner ve Kantarci, 2006, Sen ve ark., 2017;
Chatterje ve Walker, 2017).

Kromatin modifikasyonlarinin yakin zamanda MMR proteinlerinin DNA
lezyonuna erisme ve onarimi baslatma yolunu agtig1 gosterilmistir (Sen ve ark., 2017,

Chatterje ve Walker, 2017).
2.4.6. SOS Onarmmi

SOS onarimi UV’ye maruz kalmanin neden oldugu hiicresel stres tepkisini
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu onarimda LexA represor proteininin diizenledigi
40’tan fazla gen SOS regiilasyonunun bir pargast olarak DNA hasarina yanit olarak
indiiklenir. DNA’daki hasar tam olarak onarilamadiysa ya da diger onarim
mekanizmalari ise yaramadiysa SOS yanit1 olusur.

DNA onarim genleri ile LexA’nin erken indiiksiyonu hasar onarildiktan sonra
SOS genlerinin hizla bastirilmasini saglayan bir diizenleme mekanizmasi da igerir. Bu
onarimda diger onarimlardan farkli olarak DNA’da ligasyonu gerektirecek bir bosluk
olusturulmaz ve hataya ragmen DNA polimerazin replikasyon islemine devam etmesi

saglanir (Sen ve ark., 2017).
2.4.7. Capraz Baglarin Onarim

Zincirler arasi ¢apraz baglar (ICL'ler), DNA sarmalinin her iki seridini kovalent
olarak baglayarak, iplikciklerin ayrilmasin1i ve dolayisiyla transkripsiyon ve
replikasyonlar1 6nler. Bu modifikasyon hiicresel DNA onarimi sistemlerine benzersiz
bir zorluk teskil etmektedir, ¢ilinkii hasar gormemis bir sablon onarim sentezi sirasinda
hali hazirda temin edilememektedir. Onarilmamigsa, ICL'ler DNA replikasyonunu ve

transkripsiyonunu bloke eder (Sancar ve ark., 2004; Smeaton ve ark., 2008).
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2.5. DNA Hasarn Tespit Yontemleri

DNA molekiiliiniin hasar gérmesi, kopmalar, baz degisimleri veya ekler ve ¢capraz
baglar seklinde, hiicrelerin genotoksinlere maruz kalmasinin sonucudur ve bu nedenle
bireylerde 6l¢limii hasar belirteci olarak kullanilmaktadir. Genotoksisite, fiziksel ya da
kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasardir. Bu hasarlar; tek zincir kiriklar
(SSB), ¢ift zincir kiriklar1 (DSB), alkali labil bolgeler (ALS) ve DNA iirtinleridir.
Genetik materyalde olusan hasarlar tamir edilemediginde DNA sekans degisiklikleri,
kromozom aberasyonlar1 ile sonuclanabilen tek veya birden fazla niikleotid
degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari,
yaslanma, kanser olusabilmektedir. Mutasyonlar siklikla gen fonksiyonlarinda
degisiklik ya da kayipla sonuclanabilmektedir (Bedir ve ark., 2004; Azqueta ve ark.,
2017).

Cesitli DNA lezyonlarinin  Olgiimiinde  birtakim  analitik  teknikler;
immunokimyasal teknikler, kapiller elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (Comet
testi), 32P post labeling Olctiim teknikleri, alkalin elusyon testi ve kromatografik
teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MYS) kullanilmaktadir. Genel olarak
kiitle spektrometrenin (MS) kullanilmadig: teknikler hasar sonucu sekillenen 20’den
fazla lezyonlu DNA f{iriinleri arasinda sadece birini (8-OHdG) o6lgebilirler ve bu
molekiiliin kimyasal yapis1 ve iyon degerleriyle ilgili bilgiler saglanamaz (Atmaca ve
Aksoy, 2009; Dizdaroglu ve ark., 2015).

En yaygin kullanilan teknik, DNA'nin niikleozidlere enzimatik hidrolizinin
ardindan 8-OHdG formunu 6l¢en yliksek basingli s1vi kromatografi - elektrokimyasal
detektor (HPLC-ECD) olmustur; DNA’daki enzim hidrolizini takiben olusan 8-
OHGua ve 8-OHdG niikleozidlerini Olger. Bu metod ile 8-OHdG 20 fmol
(femtomol)’e kadar 6l¢iilebilmistir. Caligsmalarin bu niikleozidlerin dl¢limii iizerinde
yogunlagmasinin nedeni ise mutajenik oOzelliklerinin oldugunun bilinmesidir.
Olgiimlerde yanlis bir sonuca gitmemek i¢in sadece 8-OHdG degil bu iki {iriiniin
miktarlarinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir (Atmaca ve Aksoy, 2009;
Dizdaroglu ve ark., 2015).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve kromozomal anomalileri saptamak ve
sorgulamak i¢in sitogenetik ve DNA bazli yontemlerin bir kombinasyonunu kullanan

karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH) gibi erken molekiiler sitogenetik
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teknolojileri ortaya ¢ikmistir. Bu metotlar, G-bantli kromozomlarin mikroskop analizi
ile tespit edilemeyen dengesizlikleri belirleme yeteneklerinden dolayr Giemsa
bantlama (G-bantlama) iizerinde ya dengesizlikler ¢ok kiiciik oldugundan ya da sadece
bantlama modellerine dayanarak fark edilemediklerinden bir avantaja sahiptir. FISH
ve erken kromozomal CGH yontemlerinin her ikisi de, bir DNA ve metafaz
kromozomlarinin bir kombinasyonunun kullanimima dayandirilmistir (Martin ve
Warburton, 2015).

Mikroniikleus (MN)’lar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlar olarak tanimlanmaktadir. Yaygin olarak in vitro ve in vivo
genotoksisite arastirmalar1 i¢in kabul edilen MN testi, genomik hasarin hassas bir
markerini saglar. in vivo mikroniikleus tahlili, diger genotoksisite tahlilleri gibi
sinirlamalara sahiptir, yani tahlil, farkli etki tarzlarmma sahip tiim genotoksik
kimyasallar1 tespit edememektedir. Bununla birlikte, mikroniikleus deneyi, ayni
zamanda risk degerlendirmesi i¢in, mutajenitenin iki ana u¢ noktasindan biri olan
kromozomal anormalliklerin indiiklenmesini degerlendirmek i¢in en giivenilir in vivo
deney olarak en yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica sitogenetik harabiyetin
tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre
sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar
sayesinde yaygin kullanim alani bulan bir tekniktir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu,
2011; Karaman ve ark., 2011; Hayashi, 2016).

“Tek hiicreli jel elektroforez testi” (SCGE) olarak da bilinen alkali komet
yontemi, Singh ve ark., tarafindan, tek hiicre diizeyinde DNA hasarimi tespit etmek
veya tek bir hiicrede tamir etmek icin kullanilan alkali sartlar (pH>13) altinda
elektroforezi iceren mikrojel teknigi kullanilarak uygulanmistir. Diger genotoksisite
tayin yontemleri ile karsilastirildiginda; disiik diizeylerde DNA hasarlarinin
saptanabilmesindeki yiiksek sensitivitesi, tek hiicre diizeyinde ¢alisilabilir olmasi, kisa
stirede ve kolay uygulanabilirligi ve diisiik maliyeti bu yontemin avantajlarindandir.
Bu nedenlerden dolayi, alkali komet yontemi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin neden
oldugu DNA hasarini gevresel izleme ve tibbi arastirmalar dahil olmak iizere birgok
calismada degerlendirmek i¢in kullanilmistir (Bedir ve ark., 2004; Karaman ve ark.,

2011; Majtnerova ve Rousar, 2018).
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Alkali komet yonteminin ana avantaji, DNA seridinin kopmas1 ve bazi baz
modifikasyonlari hiicrelerin radyoaktif etiketlenmesi yerine boyalar kullanilarak
Ol¢iilebilmesidir. Bu ydntem, niikleoidler (siiper sargili hiicresel genomik DNA)
gerektirir, ancak proliferatif (cogalan) hiicreleri degil ve bu nedenle test, farklilagmis
hiicreler de dahil olmak tizere tek hiicreli bir siispansiyonun elde edilebildigi herhangi
bir hiicre ¢izgisine veya dokuya uygulanabilir. Cok cesitli in vivo, in vitro ve ex vivo

uygulamalarda kullanilabilir (Koppen ve ark., 2017).

Alkali komet yoOnteminin prosediirii sirasiyla; analiz edilen hiicrelerin bir
mikroskop lami iizerine sabitlenmesi, hiicre lizisi ve dogrudan elektrik akiminda
agaroz jel elektroforezi icerir. Son olarak da DNA lekeli ve gorsellerinin
gozlenmesidir. DNA iplik kopmalar1 varsa, alkali komet jelde gozlenir. Jel
elektroforez ve floresan mikroskopisini birlestiren deney, hiicrelerin bir cam slayt veya
plastik film iizerine ince bir agaroz tabakasina gomiiliir ve daha sonra deterjan ve 2.5
M NaCl igeren bir ¢ozelti icinde ¢oziiliir. Bir sonraki adimda, immobilize edilmis
hiicreler, lizis islemine duyarsiz kalan bazi niikleer proteinlere baglt DNA'dan olusan
sozde niikleotitleri liretmek icin deterjanlar ve yiiksek iyonik mukavemet ile
parcalanir. Slaytlar daha sonra elektroforez isleminden gegcirilir: elektrik alan1 altinda
DNA, niikleotitten anot icerisine go¢ eder ve bir floresan boya ile boyandiktan sonra
kuyruklu yildiz kuyruguna benzeyen bir elektroforetik iz olusturur (Dusinska ve

Collins, 2008; Afanasieva ve Sivolob, 2018; Majtnerova ve Rousar, 2018).

Alkali kometler gorsel analizde, kuyruklu yildizlar kuyruk sekli ve biiytikliigiine
gore siif 0, 1, 2, 3 veya 4 olarak smiflandirilir ve 100 kuyruklu yildiz i¢in toplam
puan hesaplanir. Bilgisayarli goriintii analizinde ise Programlar comet basini
kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresan yiizdesi,
kuyruk momenti gibi cesitli parametreleri belirleyebilecek sekilde tasarlanmistir.
Kuyruktaki % DNA floresani, DNA zincir kirig1 siklig1 ile dogru orantilidir. Kuyruk
momenti kuyruk uzunlugu ve goreceli kuyruk yogunlugunu iceren formiillerle

hesaplanan bir parametredir (Dinger ve Kankaya, 2009; Koppen ve ark., 2017).
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Resim 2. Ozon+Artrit grubundan bir denegin mononiikleer hiicrelerin alkali komet
yontemi jel goriintiisii.
Lenfositlerdeki DNA hasarinin 6l¢iilmesi, bireyin kanser ve diger kronik

hastaliklar riskini degerlendirmenin bir yolu olabilir. (Collins ve ark., 2014).

Romatoid artrit, eklemlerde ve diger organlarda, 0zellikle sinoviyal
membranlarda ve eklem yapilarinda kronik inflamasyona neden olabilen otoimmiin bir
hastaliktir. Etyolojisinin bilinmemesi ve heniiz kesin bir tedavi yonteminin
bulunmamasi, var olan tedavilerin ise her hasta i¢in ulasilabilir olmamasi ve beklenen
iyilesmeyi gostermemesi sebebiyle bu patolojiyle karsi karsiya kalan hastalar alternatif
bir tedavi yontemi arama egilimdedirler. Giinlimiizde olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaya baglanan O; uygulamasi, viicuttaki etkileri heniiz kesin olarak
bilinmemesi ve giivenirligi kanitlanmamis olmasina ragmen RA’de hastalara bir
tamamlayici tedavi olanagi sunmaktadir. Ozon yiiksek oksitleme giiciine sahip bir
oksidandir ve ozon terapisinin temeli ozonun bu 6zelligine dayandirilmaktadir. Ancak
ozonun giiclii bir oksidan oldugu ve olusturdugu lipit peroksidasyon iiriinleri ile
hidrojen peroksitin DNA hasarina yol acabilecegi goz ardi edilmemelidir. Romatoid
artritli hastalarda oksidatif stresin ve oksidatif stres kaynaklt DNA hasarinin
artabildigi, hastalarin antioksidan diizeylerinin azalabildigi ve hastaligin kanser
riskinde artisa neden olabildigi bilinmektedir. Bunun yaninda RA’nmn

antioksidan/oksidan dengenin bozulmasiyla olustugu kabul edilirse de ozon
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uygulamasinin antioksidan kapasiteyi artirdigi yapilan calismalarla gosterilmistir
(Yiiksel, 2017).

Yapilan bu g¢alismanin amaci CFA ile olusturulan RA’l1 sican modelinde,
giiniimiizde yaygin bir gekilde kullanilmaya baglanan tamamlayici tedavi yontemi olan
medikal O3 uygulamasinin artrit klinik ve histapatolojik skorlarina; TAS, TOS ve
sedimentasyon tayini gibi biyokimyasal degerlerine ve alkali komet ydntemiyle

DNA’da meydana gelen hasar1 degerlendirmektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tiirii

Bu tez ¢aligmasi Deneysel (Profilaktik dnlemlere veya Terdpatik onlemlere yonelik

miidahale ¢aligmalar) tipte bir epidemiyolojik aragtirmadir.

3.2. Hayvan Materyali ve Deney Ortami

Bu calismada, Wistar albino tiirii 5-6 aylik 150-200 g agirliginda 60 adet disi sigan
kullanildi. Calisma i¢in viicut agirliklarina gore, her biri 20°ser adet hayvandan olusan
3 grup olusturuldu. Deney siiresince hayvanlar 12 saat gece 12 saat giindiiz
dongiisiinde, 22+2 °C’lik ortam 1sisina sahip oda kosullarinda barindirildi. Deney

hayvanlariin beslenmesi i¢in standart yem ve musluk suyu verildi.

3.3. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar her bir grupta 20 adet olacak sekilde lic gruba ayrildi. Gruplarin

olusturulmasi esnasinda siganlar rastgele secildi.

Grup 1 (Kontrol, n=20): Grupta yer alan hayvanlara rektal ozon tedavisi

prosediiriinde yer alan uygulama yontemiyle ayn1 olacak sekilde rektal stres yasatildi.

Grup 2 (Artrit, n=20): Bu gruba artrit modeli olusturmak i¢in 1s1 ile Oldiirtilmiis
mikobakterium tiiberkiilosis H37Ra igeren CFA kullanildi. Artrit olusturulacak
sicanlara 10 mg/ml yogunlukta CFA’nin 100 pl’si kuyruk dibinden deri igine enjekte
edilerek artrit tetiklendi ve bugiin ¢alismanin 0. giinii olarak kabul edildi.

Grup 3 (Artrit+Ozon, n=20): Bu grubunda yer alan siganlara artrit tetiklenmesinden
sonraki 16. giinde rektal yolla ozon uygulanmaya baslandi. Ilk hafta hayvanlara 0,5
mg/kg dozda (¢aligmanin 16-20. giinii), ikinci (¢alismanin 23-27. giinleri) ve ti¢lincli
(calismanin 30-34. giinii) haftalarda ise 1,25 mg/kg dozda ozon uygulandi. Ozon, ilk
hafta 20 pg/ml, ikinci ve tiglincii haftalarda 50 pg/ml yogunlukta kullanildi.

3.4. Etik

Bu c¢alisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde, Tip Fakiiltesi Fizyoloji laboratuvari, Tibbi
Biyoloji laboratuvar1 ve T1p Fakiiltesi Hastanesi Patoloji laboratuvarinda yapildi. Proje

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
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incelendi ve etik kurul yonergelerine uygun goriilerek onaylandi (Etik Kurul Karar No:

2017/03-27,2017/04-10).

3.5. Gerecler

3.5.1 Kullamlan Kimyasal Malzemeler

SYBR-Gold niikleik asit jel boyasi
Tripan mavisi

Ficoll

DMSO

EDTA

Ultra saf tris

NaOH

NaCl

N-Lauryl sarcosine sodyum tuzu
PBS

HCI

H202

Ethanol

LMA

NMA

Triton X-100

TE-buffer

(Invitrogen, S11494)
(Invitrogen, 15250)

(Ge Healthcare, 17-5442-02)
(Merck, 1.16743.1000)
(Sigma, E5134)
(Invitrogen, 15504-020-T)
(Merck, 106498)
(Applichem, A2942)
(Merck, 814715)

(Sigma, d5652)

(Merck, 1.00314.2500)
(Merck, 108600)

(Merck, M100983.2511)
(Invitrogen, 16520050)
(Invitrogen)

(Sigma, 9002-93-1)
(Fluka, 93283)

Total antioxidant capacity (TAC) Activity Colorimetric Assay Kit

Total Oxidant Status (TOS) Rel assay Kit

Freund's Incomplete Adjuvant (10 mL)

Mycobacterium Tuberculosis H37 Ra, Complete Adjuvant in Oil,

Deksametazon (Dekort)
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3.5.2. Kullamlan Arac ve Gerecler

Yatay elektroforez tanki (Thermo scintific owl, easy cast)

Gli¢ kaynag1 (Thermo scintific owl, OSP300-2Q)
Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 320R)

Normal santrifiij (Niive)

Floresan mikroskobu (Zeiss Axioskop)

Isik mikroskobu (Zeiss)

Yazilim (Komet 5, Kinetic Imaging Ltd, Liverpool,

./ Comet Score 15, Tritek Corp., ABD)

(ELx808IU)
Absorbance mikro plate okuyucu (ELx50)
Microplate strip washer
Dijital hassas terazi (Sartorius)
Manyetik karistirici (Istticilr)
Manyetik balik (Biiytik, kiiciik, orta boy)
Vorteks
Distile su cithaz1
Deiyonize su cihazi (Sartorius)
Ozon jeneratorii (Turkozone Blue)
Su banyosu
Buzdolab1 (+4°C)
Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-40°C)
Eppendorf tiipleri (2 ml)
Falcon tiipti (15 ml)
Vakumlu jelli tiip [BD vacuteiner (8,5 ml)]
Lokosept tiipii (14 ml)
Lateks free enjektor (20 ml)
Plastik pator pipet (3 ml)
Ayarlanabilir mikro pipetler [Ependorf, Thermo (0-10ul; 20-200ul; 100-
1000ul)]
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Pipet uglari

Lamel

Buzlu, rodajli lam
Hemositometre

Lam saklama kutusu
Beherler

Meziuir

Erlen

Dikey cam saleler
Nitril eldiven
Disposable enjektorler
Tartim kabi

Sedim tiipli ve pipeti
Sedim Rack

Dijital Kaliper

Tart1

Wistar Albino si¢an

3.5.3. Kullanilan Cozeltiler

3.5.3.1. Fosfat Tampon Cozeltisi

[Capp (0,1-10ul; 20-200ul; 100-1000ul)]
(24x50-20x20)

(Lamtek)

(Isotherm)

(Isolab)

[Isolab (1000, 800, 500 mI’lik)]

[Isolab (1000, 500, 250, 50, 25 ml’lik)]

[Isolab (1000, 500, 250,100, 50ml’lik)]

(Isolab)

(1 ml, 5 ml)
(100 ml)
(BEL Engineering)

(0-100 mm)
(Stainless Hardened)
(Dikomsan)

(COMU DAM)

Sigma d5652 markali Ca*? ve Mg*? icermeyen kimyasaldan 4,8 g 500 ml d-H20

olarak hazirlandi.

3.5.3.2. Lizing Cozeltisi

icerisinde ¢dziilerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C°de muhafaza edildi. Haftalik

2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 200 mM NaOH ve 750 ml d-H20O ile

hazirlanan karisima % 1 sodyum lauril sarkosin ilave edildi. Kimyasallarin manyetik
karistirict yardimiyla ¢oziilmeleri saglandiktan sonra stok liziz ¢ozeltinin pH’st 10°a
ayarlandi, hacmi 890 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti oda sicakliginda
sakland1. Iki haftada bir tazelendi. Kullanilacagi zaman % 1 Triton-X 100 ve % 10
DMSO ilave edilerek soguk olarak kullanildi.
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3.5.3.3. Elektroforez Cozeltisi

Stok NaOH 10 mM

40 g NaOH ve 100 ml d-H20 ile hazirland1. Hazirlanan stok +4 °C’de muhafaza
edildi. Stok haftalik olarak hazirland.

Stok EDTA 200 mM

3,7 g EDTA ve 50 ml d-H20 ile hazirlandi. Hazirlanan stok +4 °C’de muhafaza
edildi. Iki haftada bir stok yenilendi.

Elektroforez ¢ozeltisi kullanilacag:i giin taze olarak hazirlandi ve soguk olarak
kullanildi. 1500 ml elektroforez ¢ozeltisi 7,5 ml EDTA stok ¢ozeltisi, 45 ml NaOH
stok c¢ozeltisi ve 1447,5 ml d-H20O ile hazirlandi. Cozeltinin pH’s1 13,1°den biiyiik
olacak sekilde ayarlandi.

3.5.3.4. Notralizasyon Cozeltisi

48,456 g tris ve 1000 ml d-H2O ile hazirlanan 0,4 M nétrallizasyon ¢dzeltisinin
pH’s1 HCl ile 7,5’e ayarlandi. Cozelti oda sicakliginda saklandi ve oda sicakliginda
kullanild:. Iki haftada bir yeni ¢dzelti hazirlandi.

3.5.3.5. Sybr-Gold Cozeltisi

Invitrogen S11494 markali kimyasalin stok ¢ozeltisinin 1 pl’si 10 ml TE-buffer
ile seyreltilerek ara stok hazirlandi. Ara stok ¢ozeltisi +4 °C’de muhafaza edildi. Oda

sicakliginda kullanildi.
3.5.3.6. Diisiik Erime Noktali Agar (LMA)

375 mg LMA 50 ml PBS i¢inde mikrodalga firin yardimiyla tamamen
cozdiiriilerek hazirland1. % 0,75°1ik agar sicakken ependorf tiiplere paylastirildi ve +4
C’de muhafaza edildi.

3.5.3.7. Normal Erime Noktalhh Agar (NMA)

500 mg NMA 50 ml d-H20 iginde mikrodalga firin yardimiyla tamamen
cozdiiriilerek hazirlandi. % 1°lik agar sicak olarak, methanolden gecirilmis rodajh

lamlarin kaplanmasinda kullanild.
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3.6. Veri Toplama Yontemi
3.6.1. Artrit Olusturulmasi

Deneysel artrit modeli olusturmak i¢in 1s1 ile o6ldiiriilmiis mikobakterium
tiiberkiilosis H37Ra iceren CFA kullanildi. Artrit olusturulacak siganlara 10 mg/ml
yogunlukta CFA’nin 100 pl’si kuyruk dibinden deri igine enjekte edilerek artrit
tetiklendi ve o glin calismanin 0. giini olarak kabul edildi (Newbould, 1963,
Vijayalakshmi ve ark., 1996).

3.6.2. Gorsel Artrit Skorlamasi

Calisma siiresince artritin klinik siddeti ile ozon ve uygulamasinin artritin klinik
siddetine olan etkisi, “gorsel hastalik siddeti skorlama” yontemi kullanilarak
belirlendi. Calismanin sifirinci  gilinlinden ¢alismanin  sonuna kadar ozon
uygulamasinin her seans basi ve sonunda olmak iizere tiim gruplarda yer alan
hayvanlarin her pengesi incelendi ve 0-4 arasinda puanlandirildi. Maksimum puan 16
olacak sekilde, her hayvan i¢in artrit klinik siddeti, pengelerin aldigi puanlarin
toplanmastyla elde edildi. Puanlama kriterleri su sekilde belirlendi:

0= sislik veya kizariklik yok;

1= ayak bilegi eklemi veya tarsal kemiklerle sinirli hafif kizariklik ve sislik;

2= ayak bileginden tarsallara dogru hafif sislik ve kizariklik;

3=ayak bileginden metatarsal eklemlere dogru iliman sislik ve kizariklik;

4= ayak bilegi, ayak ve parmaklari kapsayacak sekilde siddetli sislik ve kizariklik
veya ekstremitenin ankilozu (Snekhalatha ve ark., 2012).

Calisma siiresince tiim skorlamalar fizik tedavi uzmaninca, kor bakis agisiyla,

gerceklestirildi.
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Resim 3. A) Klinik skorlamada sag ve sol arka puanlamasi 4 olarak degerlendirilen arka
penge ornegi B) Klinik skorlama ile sag 6n penge 3 ve sol 6n penge 4 olarak degerlendirilen

penge goriintiileri.
3.6.3. Pence Olciimii

Calismada yer alan hayvanlarin penge caplarinin Olgiimiinde dijital kumpas
kullanildi. Caligma basinda ve sonunda tiim gruplarin penge ¢aplart dl¢iildii. Kontrol
ve artrit grubundaki hayvanlarin haftada bir; O3 grubundaki hayvanlarin ise O;

uygulama seanslarmin baginda ve sonunda penge ¢aplar 6l¢iildii.
3.6.4. Agirhk Olgiimii

(Calismada yer alan hayvanlarin agirlik 6l¢iim haftada bir kez yapildi ve bir 6nceki
haftaya gore kiyaslandi. Agirlik Olglimlerinde % 20’lik bir diisiis olan hayvanlar
calismadan ¢ikarildi.

3.6.5. Ozon Uygulamasi

Artrittozon grubunda yer alan siganlara artrit tetiklenmesinden sonraki 16.
giinde (hastaligin belirtilerinin gozlendigi giin) rektal yolla ozon uygulanmaya
baslandi. Caligsma siiresince her bir uygulama i¢in gaz hacmi 5 ml olarak belirlendi.
Ozon uygulamalarina haftada bes giin olmak iizere ii¢ hafta devam edildi. ilk hafta
hayvanlara 0,5 mg/kg dozda (¢alismanin 16-20. giinii), ikinci (¢alismanin 23-27.
giinleri) ve tg¢ilincll (¢alismanin 30-34. giinii) haftalarda ise 1,25 mg/kg dozda ozon
uygulandi. Calisma boyunca rektal yolla uygulanan gaz hacmi (5 ml) sabit tutuldu.
Ozon ise ilk hafta 20 pg/ml, ikinci ve liglincii haftalarda 50 pg/ml yogunlukta
kullanildi.

56



3.6.6. Kan Orneklerinin Alinmasi

Calismanin sonunda hayvanlar 100 mg/kg ketamine hidroklorid ve 10 mg/kg
ksilazin anestezisi altindayken kalplerinden tek kullanimlik enjektor araciligryla kan
aliarak sakrifiye edildiler. Alinan kan 6rneklerinin 3 ml’si alkali komet analizi i¢in %
3,8’lik sodyum sitrat igeren tiiplere alind1 ve aym giin igerisinde COMU Tibbi Biyoloji
Laboratuvarinda alkali komet yontemiyle c¢alisildi. Alman kanlarm 1 ml’si
sedimentasyon tayini i¢in kullanilirken bir kismi1 da serum separator tiipe alinarak
santrifiijlendi ve serumlar1 biyokimyasal analizlerde kullanmak iizere -80°C’da

caligma giiniine kadar saklandu.
3.6.7. Alkali Komet Analizi
3.6.7.1. Lamlarin Hazirlanmasi

Lamlar NMA ile kaplanmadan 6nce metanolle yikandi ve kurutuldu. Ardindan
mikrodalga firin yardimiyla hazirlanan sicak % 1°lik NMA c¢ozeltisine, lamlar
batirilarak ince tabaka halinde agarla kaplandi. Lamlarin arka yiizleri 1slak kagit
havluyla silinerek tek yiizlerinde agar kalmasi saglandi. Kaplanan lamlar oda
sicakliginda bir giin kurutularak ¢alisma i¢in hazir hale getirildi ve lam saklama

kutusunda saklandi. iki haftada bir yeni agar kapli lam hazirlandi.
3.6.7.2. Periferal Kan Mononiikleer Hiicrelerinin Ayristirilmasi

Lokosit ayirma tiipiine oda sicakliginda 3 ml ficol eklendi. 2500 rpm’de 30 saniye
santrifiijlenerek ficoliin seperatdriin altina inmesi saglandi. Santriflij sonrasi tiipe
pastor pipet yardimiya 3ml kan konuldu. Tiim 6rnekler hazir olduktan sonra tiipler
dengeli sekilde santrifiije yerlestirildi ve 2500 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Islem
sonu periferal kan mononiikleer hiicrelerinin (PBMC) yer aldig1 zon pastor pipet
yardimiyla baska bir falkon tiipe aktarildi. Uzerine 7 ml soguk PBS eklendi ve
homojen karisim saglandiktan sonra 1300 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
bitince siipernatant uzaklastirilip, tizerine 3 ml soguk PBS eklenerek yikama islemi ti¢
kez tekrarlandi. Ayristirma islemi siiresince, hiicrelerin canliliklarini kaybetmemesi
i¢in, tiipler buz iizerinde tutuldu. Pozitif kontrol olarak 50 uM’hik H>O» ¢ozeltisi
kullanildi.
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Sekil 10. Periferal kan mononiikleer hiicrelerinin ayristirilmasi.

3.6.7.3. Tripan Mavisi Testi

Kisa donemde olusan sitotoksik etkileri incelemek ve degerlendirme esnasindaki
6l hiicreleri saptamak i¢in tripan mavisi testi yapildi. Test i¢in, mononiikleer hiicre
siispansiyonundan ve % 0,4’liik tripan mavisinden 10 pl bos mikrotiipe konuldu,
homojen olarak karistirildi. Boyanin etki etmesi i¢in 2 dakika beklendi. Karigimin 10
ul’si iizerine lam kapatilmis hemositometrenin sayim alanina damlatildi. Sayim alani
20X biiyilitmede 151k mikroskobunda degerlendirildi. Sayim alanindaki dort biiyiik
karedeki 6lii (mavi renk) ve canli (parlak goriinen) hiicreler sayildi. Islem tiim drnekler
i¢in yapildi. Sayim sonunda canli hiicre yilizdesi ve mililitredeki canli hiicre sayisi
hesaplandi. Canlilik oranin % 95 oldugu verisine ulasildi ve hiicre yogunlugu alkali

komet yontemi i¢in 1x105 hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi.
3.6.7.4. Mononiikleer Hiicrelerin Lama Yayilmasi

Onceden hazirlanmis ve ependorf tiip icinde +4 °C’de muhafaza edilen LMA sicak
suda s1v1 hale getirildi. +37 °C’deki su banyosuna konularak sicakligi dengelendi. Bos
ependorf tiipe 140 ul LMA ve 40 pl mononiikleer hiicre siispansiyonundan konularak
homojen olarak karistirildi. Karisimdan 70’er pl, 6nceden NMA kaplanmis lamin iki
ucuna yavagca damlatildi, damlalarin tizerine 20X20’lik lamel kapatilarak yayilmalari
saglandi. Lamlar 5 dakika +4 °C bekletilerek agarin katilasmasi saglandi ve sonra

lameller lamlarin lizerinden agar1 bozmayacak sekilde yavasga alindu.

58



3.6.7.5. Mononiikleer Hiicrelerin Lizizi

Lamlar taze hazirlanmis ve sogutulmus liziz ¢ozeltisi iceren, alliminyum
kaplanmis cam salelere yerlestirildi ve +4 °C’deki buzdolabinda 60 dakika bekletildi.
Hidrojen peroksitle muamele edilmis hiicrelerin yayildig1 lam liziz ¢6zeltisi iceren

petri kabinda 60 dakika bekletildi.
3.6.7.6. Elektroforez

Yatay elektroforez tanki, lambasi ¢ikartilmis buzdolabina konularak sogutuldu.
Lamlar tanka birbirine temas edecek sekilde yerlestirildi. Taze hazirlanip sogutulmus
elektroforez ¢ozeltisi lamlar1 kaydirmayacak sekilde yavasca tanka bosaltildi.
DNA’nin ¢ift zincirli yapidan tek zincirli yapiya doniismesi i¢in lamlar tank
icerisindeki soguk alkali (pH > 13,1) elektroforez tamponunda 20 dakika bekletildi.
Stire bitiminde 300 mA, 25 V’luk elektriksel alanda 20 dakika yiiriitme islemi

gerceklestirildi. Islemin tamami soguk ve karanlik ortamda yapildi.
3.6.7.7. Notralizasyon

Bir pens yardimiyla tanktan ¢ikarilan lamlar cam saleye alindi. Olusan kimyasal
reaksiyonu sabitlemek, fazla tuz ve deterjan1 uzaklastirmak amaciyla lamlar pH’s1 7,5
olan noétralizasyon tamponunda 15 dakika karanlikta, oda sicakliginda bekletildi. Siire

bitiminde lamlar distile suyla yikandi.
3.6.7.8. Fiksasyon

Lamlar -20°C’de sogutulmus saf etanol iceren salelerde 10 dakika tutularak fikse
edildi ve kagit havlu iizerinde hiicre gomiilii yiizleri disar1 bakacak sekilde bir gece

kurutuldu. Ertesi giin lam saklama kutularina kaldirildi.
3.6.7.9. Boyama

Lam iizerinde hiicrelerin gomiilii oldugu her iki kismada 50 ul SYBR-Gold ara
stok cozeltisinden damlatildi. Boyanmanin tam olarak gergeklesmesi i¢in 3 dakika

beklendi. Fazla boyadan arindirilmak i¢in, piset yardimiyla, musluk suyuyla yikandi.
3.6.7.10. Fotograf Kaydetme

Floresan mikroskobunda 10x biiylitmede goriintiilenen kometlerin fotograflari

cekildi ve “bmp” formatinda kaydedildi. Cekim lam basindan sonuna kadarki alanin
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orta hattindan ilerlenerek hiicrelerin gdmiilii oldugu her iki alandan da ardisik sekilde,
toplamda en az 6 fotograf (hiicrelerin gomiilii alanlarinin baslangi¢ ve bitis kisimlari

harig¢ tutularak) olacak sekilde yapildu.
3.6.7.11. Degerlendirme

Fotograflar bilgisayar ortaminda Tritek CometScore Freeware 1.5v analiz
programiyla degerlendirildi. Tiim 6rneklerden en az 100 komet manuel isaretlenerek
skorlandi. Skorlama esnasinda hidrojen peroksitle muamele edilen 6rneklerden ise 50

hiicre skorlandi. Olgiilen % DNAt, DNA hasarinin gdstergesi olarak kabul edildi.
3.6.8. Serumda TAS-TOS Miktarimin Olciimii

Serum TAS-TOS miktarlar ticari kitlerle (Rel Assay Diagnostics), kolorimetrik

olarak belirlendi. Analizler agamasinda iireticinin direktiflerine bagh kalindi.
3.6.9. Histopatolojik inceleme

Calismanin  sonunda anestezi altindaki hayvanlardan kan alim islemi
tamamlandiktan sonra hayvanlarin tiim pengeleri ¢ikartilip histopatolojik inceleme
icin % 10 tamponlu nétral formalin ¢zeltisine konuldu.

Artrit olusturulan hayvanlara ozon uygulamasinin, hiicresel infiltrasyon ve kemik
rezorbsiyonuna etkisi histopatolojik incelemeyle degerlendirildi. Bu amagla ¢alisma
sonunda farelerin notral formalin ¢ozeltisine konulan pengeleri tespit asamasindan
sonra (15-20 giin) % 15 EDTA cozeltisi igerisinde (4 giin) dekalsifiye edildi,
dehidratasyon ve parafinle bloklama islemlerinden sonra 5 um kalinliginda seri

kesitler alindi. Alinan kesitler hematoksilen ve eozin ile boyandi, inceleme islemi 151k

mikroskobuyla yapildi.

Resim 4: A) Dokularin bloklama isleminden 6rnekler, B) Kesiti alinan 35 numarali denegin sag én

bilek 6rneginin hematoksilen ve eozin boyama sonrasi lam {izerindeki goriintiisii.
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Incelemede her kesit hiicresel infiltrasyon ve kemik erozyonu bakimindan ayri
ayr1 degerlendirilip, 0- 5 arasi puanlandi. Degerlendirmede herhangi bir degisiklik
gozlenmeyen dokular “0” olarak kaydedildi. Elde edilen sonuglarin toplami her
hayvan i¢in artritin mikroskobik siddetinin gostergesi olarak kabul edildi. Kemik
rezorbsiyonu i¢in sadece siganlarin arka bacaklar1 degerlendirmeye dahil edildi ve
verilebilecek maksimum skor 10 olarak belirlendi. Hiicresel infiltrasyonu skoru iginse
her hayvanin biitlin pengeleri degerlendirildi ve maksimum skor 20 olarak belirlendi.
Skorlama kriterleri asagida belirtilmistir:

Hiicresel infiltrasyon:

1= periartikiiler dokuda hafif inflamatuar hiicre infiltrasyonu;

2= 1liml1 infiltrasyon;

3= orta diizey infiltrasyon ve orta diizey 6dem;

4= belirgin 6dem ve belirgin infiltrasyon;

5= siddetli 6dem ve siddetli infiltrasyon.

Kemik rezorbsiyonu:

O0=normal kemik;

1= hafif (Distal tibianin trabekiiler veya kortikal bolgesinde, diistik biiyiitme kolayca
goriilmeyen, kiiclik rezorpsiyon bolgeleri ve ¢ok nadir osteoklast);

2=1liml (distal tibianin trabekiiler veya kortikal bolgesinde, diisiik biiyiitme kolayca
gorlilmeyen, pek ¢ok alanda rezorpsiyon bolgeleri ve daha fazla osteoklast);

3= orta diizey (kortekste tam kat defektler olmaksizin, medullar trabekiiler ve kortikal
kemikte belirgin rezorpsiyon; medullar trabekiilde bir miktar kayip; diisiik biiyiitmede
belirgin lezyon; daha fazla osteoklast);

4= belirgin (kortikal kemikte tam kat kayip; distal tibiada medullar kemikte belirgin
kayip; cok sayida osteoklast; kiigiik tarsal kemiklerde rezorpsiyon yok);

5= siddetli (kortikal kemikte tam kat kayip; distal tibiada medullar kemik kayb1; ¢ok

sayida osteoklast; kiigiik tarsal kemiklerde rezorpsiyon).
3.6.10. Westerngren Yoéntemiyle Sedimentasyon Olciimii

Caligmanin sonunda alinan kanlarin 1 ml’si sodyum sitrath ESR/VSG
sedimantasyon tiipliniin i¢ine enjektor araciligiyla alindi. Kanin sodyum sitratla
karigsmasini saglamak amaciyla tiip alt iist edildi ve sedimentasyon askisi iizerine

yerlestirildi. Uzeri numaralandirilan sedimentasyon pipetleri yavas hareketle 0
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hizasia gelene kadar tiipiin i¢ine batirildi. ilk pipetin batirildig1 saat not edildi ve

sonrasinda 30 ve 60 dakikalardaki ¢okme hizlar1 kaydedildi.

Resim 5. Westerngren yontemiyle yapilan sedim 6l¢iimiinden bir drnek goriintii.

3.6.11. istatistiksel Analiz

Arastirmanin verileri SPSS 20.0 istatistik programina aktarilmis olup veri
kontrolii ve analizi bu programda yapildi. Sayimla belirtilen degiskenlerin
gosterilmesinde sayilar, Olctimle belirtilen degiskenlerin gosterilmesinde ortalama,
standart sapma ve minimum-maksimum degerler kullanildu.

Istatistiksel karsilastirmalarda Tki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik testi, iki
Es Arasindaki Farkin Onemlilik testi, Mann-Whitney U testi ve Kruskal Wallis testi
kullanildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada; grup 1 (kontrol), grup 2 (artrit) ve grup 3 (artrit+ozon) olmak
tizere 3 farkli grup olusturuldu. Caligma siiresince toplam 60 hayvan kullanildi.
Calismanin ilk glinlinde tiim gruplarin penge Ol¢iimii ve agirlig 6l¢iildiikten sonra;
grup 2 ve grup 3’e protokolde belirtildigi doz ve yogunlukta CFA enjeksiyonu
yapildi ve enjeksiyonun 16. giliniinde grup 3’e ozon uygulanmaya basladi.
(Calismainin sonunda ise kan ve doku 6rneklerinden hedeflenen histopatolojik,

biyokimyasal ve hematolojik analizler yapildu.
4.1. Deneklerin Canh Agirhiklar

Tiim gruplarda yer alan siganlarin ¢alismanin basi (0. giin) ve sonunda (34.
giin) agirliklarini iceren tablo 2 asagida yer almakta olup; grup icinde ve gruplar

arasinda agirlik bakiminda anlamli farklilik tespit edilmemistir.

Tablo 2. Gruplara ait agirlik verileri (g).

Grup 0. giin 34. giin
Kontrol 192,77+6,76 222,5+5,84
Artrit 176,52+4,81 194,61£12,08
Artrit+Ozon 192,61+3,47 194,51+7,33
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4.2. Deneklerin Pence Olciimiindeki Degisiklikler

Tim gruplarda yer alan siganlarin ¢aligmanin basi (0. glin) ve sonunda (34. giin)
pence ¢api Ol¢limlerini icerir tablo 3 asagida yer almaktadir. Artrit grubunda yer alan
siganlarin penge c¢aplarin ¢aligma bast ve calisma sonu Olgiimleri arasindaki fark
anlamli bulundu. Ayn1 sekilde artrit+ozon grubundaki sicanlarinda ¢alisma basi ve
calisma sonu Ol¢timleri arasindaki fark anlamli bulundu. Ancak kontrol grubunda yer

alan sicanlarin ¢alisma bast ve sonu pence ¢ap Ol¢iimleri arasindaki fark anlamli

bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarin penge cap Ol¢limlerine ait veriler (mm). (*: p<0,05 Kontrol

grubuna gore kiyaslama)

Sag Arka Sol Arka
Grup 0.glin 34. giin 0. glin 34.giin
Kontrol 5,66 + 0,86 591+0,18 5,71 £0,11 5,89 +0,11
Artrit 5,77+0,11 7,32+0,73*  5,56+0,15 7,29 £ 0,59%*

Artrit+Ozon 5,54 £ 0,09 8,41 +0,18* 5,53 +£0,08 8,42 +0,22*
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4.3. Klinik Gorsel Artrit Skorundaki Degisimler

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarinin ¢alisma siiresince gorsel skorlamasi Fizik
Tedavi Uzmaninca yapildi. Ozon uygulamasina baglanilan 16. giinde kontrol (00+00),
artrit [2,67+0,61] ve ozon [8,86+1,30] gruplar1 arasinda gorsel artrit skorlar1 anlamli
olarak farklilik bulundu. 20. giinde kontrol (00+00), artrit [7+1,77] ve ozon
[12,29+1,18] gruplar arasinda gorsel artrit skor anlamli olarak farkli bulundu. 27.
giinde kontrol grubuna (00+00) gore; artrit [7,5+2,44] ve ozon [12,79+0,70] gruplar1
arasinda gorsel artrit skor anlamlilifi devam ederken; artrit ve artrittozon grubu
arasinda anlamlilik kayboldu. Ayni sekilde 34. giinde de kontrol grubuna (00+00)
gore; artrit [6,67+2,67] ve artrit+ozon [10,64+1,28] gruplar1 arasinda gorsel artrit skor
anlamlilig1 devam ederken; artrit ve artrittozon grubu arasinda anlamli bir farklilik

bulunmadi (Sekil 11).

N B

0 5 10 12 13 14 15 16 20 23 27 30 34
Calisma Giinler1

—~—ARTRIT ——ARTRIT+0ZON ——KONTROL

Sekil 11. Gruplarin calisma siiresince gorsel skorlamasinin karsilastirilmasi. (*:

p<0,05 kontrol grubuna gore; **: p<0,05 artrit grubuna gore kiyaslama)
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4.4. Hiicresel Infiltrasyon Degerleirndeki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarindan ¢alismanin sonunda elde edilen pence
ve bilek eklemlerinin histopatolojik incelemesi sonucunda hiicresel infiltrasyon
degerleri artrit grubunda 14,29+1,64, artrit+ozon grubunda 13,15+0,69 bulundu. Artrit
grubuyla artrittozon grubu kiyaslandiginda anlamli olarak farklilik gozlemlenmedi

(Sekil 12).
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Sekil 12. Gruplarin hiicresel infiltrasyon degerlerinin karsilagtirilmasi. (*: p<0,05;

kontrol grubuna gore kiyaslama)

66



4.5. Kemik Rezorbsiyonu Uzerindeki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarindan ¢alismanin sonunda elde edilen 6n
ve arka bacak kemiklerinin histopatolojik incelemesi sonucunda kemik rezorbsiyon
degerleri artrit grubunda 3,80+1,62 ve artrit+ozon grubunda ise 2,92+0,77 bulundu.
Artrit grubu ile artrittozon grubu kiyaslandiginda anlamli olarak farklilik

gozlemlenmedi (Sekil 13).

SN

N w

Kemik Rezorbsiyon Degeri

KONTROL ARTRIT ARTRIT+OZON

Gruplar

Sekil 13. Gruplarin kemik rezorbsiyonu degerlerinin karsilastirilmasi. (*: p<0,05;

kontrol grubuna gére kiyaslama)
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4.6. Medikal Ozon Uygulamasinin Sedimentasyon Diizeyine Etkisi

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarindan ¢alismanin sonunda elde edilen kan
orneklerinden sedimentasyon degeri kontrol grubunda 18,8+0,06 mm/1 saat, artrit
grubunda 86,24+0,10 mm/1 saat ve artrittozon grubunda ise 41,5+0,07 mm/1 saat
olarak bulundu. Artrit grubunun, kontrol ve artrittozon grubuyla kiyaslandiginda
anlamli farklilik gézlendi. Yapilan analize gore gruplarin karsilastirilmasinda anlamli

sonuglar elde edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Gruplarin sedimentasyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. (*: p<0,05, kontrol

grubuna gore; **: p<0,05 artrit grubuna gére kiyaslama)
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4.7. DNA Hasarindaki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrittozon gruplarindan elde edilen kan mononiikleer
hiicrelerinin komet goriintiilerinin analiz edilmesi neticesinde % DNAt degeri kontrol
grubunda 20,77+3,35, artrit grubunda 34,5+2,99 ve artrit+ozon grubunda 31,09+2,06
bulundu. Gruplar karsilastinnldiginda ise artrit ve artrittozon gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla anlaml farklilik gozlenirken; artrit ve artrit+ozon gruplar arasinda

anlamli farklilik gozlenmedi (Sekil 15).
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Sekil 15. Gruplarin mononiikleer hiicre DNA hasarlarinin karsilagtirmasi. % DNAt:
Kuyrugu olusturan DNA yiizdesi. (*: p<0,05; kontrol grubuna gore kiyaslama)
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Resim 6. A, B: Kontrol grubunda yer alan; C, D: Artrit grubunda yer alan; E, F:
Artrit+ozon grubunda yer alan deneklerin mononiikleer hiicrelerin komet yontemiyle

elde edilen jel goriintiileri.
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4.8. Total Oksidan Kapasite (TOS)’deki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarindan elde edilen kan serumlarinda ELISA
yontemiyle Olgiilen total oksidan kapasite (umol H2 Oz Eqv./It) kontrol grubunda
16,41£3,27, artrit grubunda 24,21+3,44 ve artrit+ozon grubunda 13,58+3,09 bulundu.
Kontrol grubu ile artrit ve artrit+ozon grubunun karsilastirilmasindan anlamli sonuglar
elde edilmezken; artrit grubu ile artrit+ozon grubu arasinda anlamli bir farklilik ortaya

cikt1 (Sekil 16).
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Sekil 16. Gruplarin total oksidan kapasitelerinin (TOS) karsilastirilmasi. (*: p<0,05;

kontrol grubuna gére kryaslama)

71



4.9. Total Antioksidan Kapasite (TAS)’daki Degisiklikler

Kontrol, artrit ve artrit+ozon gruplarinin kan serumlarinda ELISA yontemiyle
total antioksidan kapasitelerinin (umol Hz Oz Eqv./It) dl¢limii sonucunda elde edilen
degerler kontrol grubunda 0,32+0,05, artrit grubunda 0,37+0,36, artrit+ozon grubunda
0,51+£0,04 olarak bulundu. Artrit grubunun TAS degeri kontrol ve artrittozon
grubunun TAS degerlerinden farkli bulunmazken; artrit+ozon grubunun TAS degeri

kontrol grubundan anlamli olarak farkli bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17. Gruplarin total antioksidan kapasitesinin karsilagtirilmasi. (*: p<0,05;

kontrol grubuna gére kryaslama)
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4.10. Oksidatif Stres indeksi (OSI)’nin Degerlendirilmesi

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin ylizde derecesi olarak ifade edilen
OSI degerleri analiz edildiginde kontrol grubu 51,29+15,37 (18,24-115-28), artrit
grubu 74,84+19,03 (22,55-172,06), artrittozon grubu 32,43+11,18 (7,5-161,18)
sonuclart  bulundu. Kontrol grubu ile artrit ve artrittozon grubunun
karsilastirilmasindan anlamli sonuglar elde edilmezken; artrit grubu ile artrit+ozon

grubu arasindaki fark anlamli bulundu (Sekil 18).
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Sekil 18. Gruplarin TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak
ifade edilen OSI degerlerinin karsilastirllmasi. (**: p<0,05 artrit grubuna gore

kiyaslama)
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5. TARTISMA

Calismamizin temel bulgulari, yardimei tedavi yontemi olarak kullanilan medikal
ozon uygulamasinin RA’da gorsel klinik skorlamada RA’nin siddetini artirmasi,
mononiikleer kan hiicrelerinde DNA hasarinda ilave bir hasara neden olmamas1 ve

oksidan hasari azaltirken antioksidan savunma sistemini gli¢lendirmesidir.

Biz bu calismada siganlarda artrit olusturmak icin adjuvan ile uyarilan artrit
modelini kullandik. Adjuvan ile wuyarilan artrit hayvan modellerinde, RA
patogenezinin aragtirilmasinda ve yeni tedavi yontemlerinin faydalarinin
goriilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullandigimiz yontem, sinovyal
hiicrelerin anormal iiremesiyle birlikte lokal infiltrasyon ile baslayan ve kikirdak
hasari ile kroniklesen ve sikca kullanilan bir RA modelidir (Mateen ve ark., 2016;

Riveiro-Naveira ve ark., 2016).

Deneysel artrit modellerinin her birinin avantajlart ve dezavantajlar1 olsa da
hastaligin uyarilmasinda ve kaliciliginda, hiimoral ve hiicre aracili bagisiklig
incelemede en uygun yontem Complate Freud Adjuvant (CFA)’dir. Bu yontemde RA
gelisimi, kullanilan hayvanin cinsiyetine, uygulama yoluna ve bdlgesine,
Mycobacterium tiirlerine ve asilamalarin sayisina ve araligmma gore degisebilir.
Complate Freud Adjuvant artrit modelinin avantajlarindan bazilari RA gelisim
siiresinin kisa olmasi ve kolay Ol¢limlerle analiz edilebilmesidir. Adjuvanin neden
oldugu artrit modelinin; pannus olusumu, kikirdak ve kemik erozyonu, iltihaplanma
ve hiicre infiltrasyonu gibi patolojik oOzellikleriyle insan RA'sina benzedigi
gosterilmistir (Snekhalatha ve ark., 2012; Gomes ve ark., 2013; Gou ve ark., 2018;
Grotsch ve ark., 2019). Complate Freud Adjuvant kaynakli artrit iic asamada
siniflandirilmastir; ilk faz; 0 ila 10 gilin siiren akut ve bagisiklik hiicreleri tarafindan
histamin, serotonin ve prostaglandinin salinmasi fakat sinovyal inflamasyonun ortaya
cikmadig1 uyarilma fazi, ardindan ikinci faz; 11-28 giin siiren erken sinovit olan ve
genellikle calismalarin baslatildigi kronik dénem; son olarak; sinovit, infltrasyon,
kikirdak ve kemik erozyonu esliginde ortaya ¢ikan antiinfamatuvar dengenin
bozulmasiyla olusan ge¢ sinovit donemidir (Hasan ve ark., 2018; Saleem ve ark.,

2019). Insan RA’sinda da benzer mekanizma sz konusudur; sinovyal zardaki iltihap,
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yerel eklem yapilarini tahrip eden pannus olusumuna yol agmaktadir (Heluany ve ark.,

2018).

Calismamizda ozonu 20-50 pg/ml dozunda rektal yolla uyguladik. Ozon
uygulamasinin baska yontemleri de olmasina karsin literatiirde rektal uygulama en
yaygin kullanilan yontemlerden biridir (Bocci ve ark., 2011; Bocci ve ark., 2012; Chen
ve ark., 2016). Viicuttaki ROS mekanizmasinda rolii olan Oz gazinin rektal
uygulamasinda, rektum liimeni i¢inde ¢ok hizl bir sekilde hidrojen peroksit ve ¢esitli
lipohidroperoksitler ve alkenaller iirettigi agiklanmistir. Bunlardan dolay: rektal
uygulama kullanilan ¢alismalarda ozon gazimmin optimal sekilde etki ettigi bir¢ok
caligmada gosterilmistir (Bocci ve ark., 2011d; Mawsoufve ark., 2011). Nitekim bizim
calismamizda da ozon uygulanan grupta degerlendirdigimiz parametrelerde diger
gruplarla farkliliklar saptanmasi rektal uygulamanin deneklerimizde etkili oldugunu

gostermektedir.

Alkali komet yontemi DNA tek zincir kiriklarin1 ve DNA’daki abazik bolgeleri
tespit edebilen olduk¢a duyarli ve giivenilirligi yiiksek olan genotoksisite
testlerindendir. Analiz sonucu elde edilen % DNAt degeri kirik ya da abazik bdlgelerin
DNA’da bulunmasi halinde, saglam DNA’nin % kag¢inin kirik ya da abazik bolge
oldugunu gostermesi bakimindan oldukga objektif olmasi ve jelin boyanmasi sonrast
olusabilecek art defektleri 6l¢lim sonucuna diger analizlere gore daha az yansitmasi
nedeniyle en giivenilir parametre olarak goriilmektedir (Dusinska ve Collins 2008;

Lovell ve Omori 2008; Yiiksel, 2017).

Ozon uygulanan ve uygulanmayan artritli sigan gruplarinda pencge ¢ap 6lgtimiinde,
0dem olusumu nedeniyle ¢alisma sonuna kadar belirgin bir artig gézlenmistir. Ayrica
ozon uygulanan artritli hayvanlarin penge ¢aplarinin uygulanmayan hayvanlara gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Bununla birlikte eritrosit
sedimantasyon hizinin (ESR) seviyesi ozon uygulanan siganlarda artrit grubuna gore
anlamli olarak daha diisiiktli. Halbu ki ESR yanginin siddetiyle orantili olarak artmakta
ve viicuttaki yangi diizeyinin belirlenmesinde bir yontem olarak kullanilmaktadir.
Chen ve ark., (2013) yapmis olduklari1 ¢aligmada RA hastalarinin % 50'sinde serum ve
sinovyal stvida TNF-a seviyesinin arttigini gostermis, yiiksek TNF-a seviyesi olan

hastalarda daha hizli ESR oldugunu sdylemislerdir. Gohil ve ark., (2017) ¢alismada
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ise benzer sonuglara ulasilmis; CFA ile olusturduklar: artrit modelinde ESR ve CRP
seviyelerinin kontrole gore daha hizli; RA’nin siddeti ve ilerlemesiyle ayni yonde
oldugunu soylemisler. Calismamizda gorsel klinik skorlama ve penge ¢ap dl¢limiinde
ozon ile artrit gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmesine ragmen ESR seviyesinde
azalma olmasi calismamizin ilging sonuglarindan biridir. Bu durum RA’l1 siganlarda
ozon uygulamasiyla viicutta siiregelen inflamasyonun azalmaya basladigin1 ifade
etmektedir. Yangi siddetinin azalmasina ragmen klinik skorlamanin buna eslik
etmemesi, ozon tedavisi siiresinin, bizim kullandigimiz modelde yeterli olmadigini
gostermektedir. Eger daha uzun tedavi protokolleri uygulanirsa ozon uygulamasinin

klinik goriinlimde de iyilesmelere neden olmasi beklenebilir.

Ozon uygulanan grupta klinik gériinlimle ESR arasindaki uyumsuzluga benzer bir
sonug histopatolojik skorlamada da gézlenmistir. Calismamizda histopatolojik olarak
degerlendirilen kemik rezorbsiyonunda, artrit olusturulan ve ozon uygulanan artritli
sican gruplari arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken, klinik gorsel skorlamada
penge sisligini artirdigt gozlendi. Romatoid artritte, iltihapli sinovyum, eklemde
bulunan kikirdak ve kemige dogru genisler; bu da kemigin geri doniisiimsiiz
asinmasina ve sakatlanmaya ve eklem yapisinin kaybina neden olabilir. Romatoid
artritte hastalarda {i¢ farkli kemik hasarit mevcuttur: (1) iltihapl sinovyum ile dogrudan
temas halinde olan eklem kenarlarinda lokal kemik erozyonlari, (2) iltihapli eklemlere
bitisik periartikiiler kemik kaybi1 ve (3) sistemik osteopeni veya osteoporoz. Hasarlarin
tiimilinde yiiksek osteoklast farklilagsmasi ve bastirilmis osteoblast aktivitesi aracilik
etmektedir. Romatoid artritteki artmis osteoklast aktivitesinin nedenleri ¢ok yonliidiir
ve hiicresel etkilerden proinflamatuvar sitokinlere ve otoantikorlara kadar uzanir
(Harre ve Schett, 2017). Biz ¢alismamizda RA patogenezinde, kikirdak ve kemik
yikiminda rol oynayan sitokinlerin diizeylerinin ozon uygulamasiyla nasil degistigini
incelemedik. Klinik skorlamanin histopatolojik goriinlimle uyumsuzlugunun
belirlenmesi i¢in hastalik siirecinde rol oynayan sitokinlerin ozon uygulanmasindan
nasil etkilendigini inceleyen ilave ¢alismalara gerek vardir.

Calismamizin alkali komet analizi sonuglarina gére kontrol grubunda yer alan
siganlarin %DNAt degerleri ile artrit grubundaki siganlarin %DNAt degerleri arasinda
anlamli farklilik bulunurken; ozon uygulamasinin DNA hasari lizerine artrit grubuna

ek olarak olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisi gozlenmedi. Yani ozon uygulamasi
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RA’da saptanan DNA hasarin1 azaltma ya da artirma seklinde bir etki gostermedi.
Diaz-Llera ve ark., (2002) ¢calismalarinda ozonun genotoksik etkilerine dair sonuglari,
Os'lin in vitro insan periferal lokositlerinde DNA hasarini indiikledigini, DNA
hasarimin DNA iplik¢ik kopmalari tarafindan baskilanmasinin muhtemel oldugu ve
esas olarak H»>O» olusumuna aracilik ettigini gostermislerdir. Diaz-Llera ve ark.,
(2009) yaptiklar1 baska bir ¢alismada, rektal ozon uygulanan siganlarda uygulamadan
sonraki ilk 24 saatte l6kosit ve kolorektal hiicrelerde komet uzunlugunda anlamli bir
artis oldugunu; bununla birlikte 24-72 saat arasinda da komet uzunluklarinda azalma
oldugunu saptamislardir. Ancak komet uzunlugunun yine de kontrol hiicrelerinin
diizeyine diismedigini belirtmislerdir. Biz ¢alismamizda son ozon uygulamasindan
sonraki 24. saatte komet analizini yaptik. Bundan dolay1 ozon uygulamasinin komet
uzunlugunda artisa yol agmasi Diaz-Llera ve ark. (2009)’nin ¢alismasiyla uyumludur.
Fakat artrit olusturulan ve ozon uygulanmayan grupta da komet uzunlugunun fazla
olusu DNA’daki hasarin ozon uygulanmasindan ziyade artrit nedeniyle olustugunu
gostermektedir. Bu nedenle destekleyici bir tedavi olarak ozon uygulamasinin DNA

hasarinda ek bir artisa neden olmadigini sdylemek miimkiindiir.

Romatoid artrit, kanser, osteoartrit, osteoporoz ve ateroskleroz gibi giiniimiizde
olduk¢a sik goriilen hastaliklarin 6nemli bir nedeni olan oksidatif stres, viicudun
oksidan yiikii ile antioksidan kaynagi arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢iktigi
ileri stiriilmektedir. Yogun oksidatif stresin, iltihabi artirmasi, apoptotik hiicre
Olimiinti indiiklemesi ve immiinolojik toleransi diislirmesi sebebiyle otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi bircok kaynak tarafindan belirtilmistir
(Fernandez ve ark., 2016, Lazzerini ve ark., 2016). Literatiirde pek cok bulgu, RA gibi
kronik hastalarin eklemlerindeki yiiksek ROS seviyelerinin ve oksidatif hasarin
hastaligin ilerlemesinde 6nemli rolii oldugunu desteklemektedirler. Caligmamizda
ELISA yontemiyle degerlendirmis oldugumuz TAS ve TOS sonuglarina bakildiginda
ozon uygulamasinin her ikisi iizerinde de anlamli degisiklikler yaptigi acikga
goriilebilir. Viicuttaki TOS ve TAS degerleri ozon uygulamasindan hemen sonra
dogrudan kanda ol¢iilmesi zordur; ozon viicuda verildiginde yarilanma omrii kisa
oldugundan etkinligini dogrudan belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle, kan
ozonlama ile biyolojik uyumun degerlendirilmesinde yararli olan tasiyici markerler,

biyomolekiil hasarinin gostergesinde ve plazma antioksidanlarinin onarilmasinda rol
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almaktadir. Vicuttaki oksidan hasarin gostergesi olarak belirlenen TOS un ozon
uygulamasiyla belirgin olarak azaldigin1 saptadik. Bunun yami sira ozon
uygulamasinin, viicudun antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak dlciilen
TAS’1 ise anlamli olarak arttirdigini belirledik. TAS ve TOS aktivitelerinin beraber
degerlendirilmesiyle elde edilen oksidatif stres indeksi bu sonuglara uygun olarak ozon
uygulanan grupta anlamli olarak diisiik bulundu. Calismamizin sonuglar1 Fernandez
ve ark., (2016) ¢alismalarinda medikal ozonun, RA'l1 hastalarda MTX'in tedavi edici
etkinligini artirdigin1  gosterdikleri ¢alismalartyla uyumludur. Yapilan farkli
calismalarda Os‘un bagisiklik yaniti (anti-CCP) ve oksidatif stresi azaltilmasinin yan
sira klinik durumunda iyilesme gosterilmistir. Ozon tarafindan oksidatif stresin
azaltmasiyla eklem kikirdaginda hasara neden olabilen ROS konsantrasyonlarini
diisiirmektedir (Fernandez ve ark., 2016). Farkli ¢aligmalarda da benzer sonuglara
ulagilmistir; Uguz ve ark., (2016) calismasinda O3z uygulamasinin deneysel bobrek
yaralanmasinda nitro-oksidatif stresle beraber patolojik bulgularin da siddetini
azalttigin1 belirtmiglerdir. Seven ve ark., (2008), RA tanis1 yeni konmus ve tedavi
olarak sadece NSAID alan RA’l1 hastalarla yaptiklar1 ¢alismalarinin sinovyal siv1 ile
ilgili bulgularinda, lipid peroksidasyon, protein ve DNA oksidasyon belirtecleri ile
gosterilen oksidatif stresin artmis oldugunu belirtmislerdir. Hemshekhar ve ark. (2017)
deneysel artritte inflamatuvar ve oksidatif stres iizerine yaptiklart g¢alismada,
molekiiler inflamasyon ve oksidatif stresin klinik ve histolojik skorlari, artritin yapisal
ozellikleri ve molekiiler belirteclerin deneklerin sakrifikasyon ve dl¢lim giinlerinde
anlaml bir farklilhik gostermedigini belirtmislerdir. Biz de c¢alismamizda artritin
oksidan hasar1 arttirdigin1 saptadik. Bu artisin ozon uygulamasiyla 6nlendigini ve
antioksidan kapasitesinin giiclendigini belirledik. Buna karsin ozon uygulamasinin
oksidan hasar1 arttirdigina iliskin caligsmalar da bulunmaktadir. Di Paolo ve ark.,
(2005) yaptiklar1 ozon tedavisinin klinik aragtirmalar1 caligmasinda tam kan
orneklerinin farkli konsantrasyonlarda ozonlanmasi sonucu; hem plazma hem de tam
kan numunelerinde TAS degerinin zamana ve konsantrasyona bagli olarak azaldigini
gostermislerdir. Fakat bu ¢alismada ozon uygulamasi tek bir kere yapilmis olup,
hemen sonrasinda olusan oksidan hasar tespit edilmistir. Biz ¢alismamizda ozon
uygulamasini ii¢ hafta boyunca devam ettirdik. Bu durumda tekrarlayan ozon

uygulamalarinin antioksidan kapasiteyi giiclendirerek oksidan hasar1 azalttigini
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sOylemek miimkiindiir. Biz arastirmamizda ozon uygulamasmin antioksidan
kapasiteyi hangi hiicre i¢i yolaklari kullanarak artirdigina iliskin bir calisma yapmadik.
Delgado-Roche ve ark. (2017) ozon calismalarinda, multitipl skleroz hastalarinin
mononiikleer hiicrelerinde NoF, fosforilasyonu ile birlikte CK2 ekspresyonunu
arttirdigini; bu bulgularin ozonun antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin kismen
de olsa Nrf2 fosforilasyonunun ve aktivasyonunun indiiksiyonu ile iligkili
olabilecegini gostermislerdir. Ozon uygulamasinin antioksidan savunma sistemini

hangi mekanizmalarla arttirdigina iliskin ilave ¢aligmalara gerek vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel RA iizerinde ozon uygulamasmnin etkilerine baktigimizda;
kullandigimiz modeldeki O3 dozu i¢in; O3 nun rektal yolla verilmesinin herhangi bir
sakincast olmadigr ifade edilebilir. Ozon uygulamasinin mononiikleer kan
hiicrelerinde DNA hasarinda RA’ya ilave bir hasar olusturmadigini; RA’l1 ve O3
uygulanan gruplarin klinik goériiniimlerinde anlamli bir fark olmadigi sdylenebilir.
Bununla birlikte RA’daki ESR seviyesi yanginin siddetiyle ayn1 yonde artarken, Os
uygulanan gruplarda ESR seviyesinin diisiisii géze ¢arpmistir. Viicuttaki oksidan
hasarin gostergesi olarak belirlenen TOS’un ozon uygulamasiyla belirgin olarak
azaldigini; bunun yani sira viicudun antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak
Olciilen TAS’1 ise anlamli olarak arttirdigin1 belirledik. Caligmamizda baska bir
parametre olan kemik rezorbsiyonunda, artrit olusturulan ve ozon uygulanan artritli
sican gruplar1 arasinda anlamh bir farklilik bulunmazken, bu durumu klinik gorsel

skorlamada pence ¢ap Sl¢iimiiyle de destekledik.

Calismamizin sonucuna gore eger daha uzun tedavi protokolleri uygulanirsa ozon
uygulamasinin klinik goriiniimde iyilesmelere neden olmasi beklenmektedir. Konu ile
ilgili calismalarin yeterli ve aciklayic1 olmamasi, farkli ozon dozlarinin ortaya
cikarabilecegi etkilerin bilinmemesi nedeniyle bu konuyla ilgili farkli ¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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