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OZET

Bu c¢aligmada, romatoid artritli (RA) hastalarin 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) diizeyi ile hastaligin deoksiriboniikleik asitte (DNA) hasar olusturup
olusturmadigi, saglikli bireylerin kan 6rneklerine ozon uygulanmasinin DNA’da hasar
meydana getirip getirmedigi ve RA’I1 hastalardan elde edilen kan 6rneklerine ozon
uygulanmasinin DNA’da hasara neden olup olmadigi incelenmistir. Bu amagla RA
tanil1 32 goniilli ile kontrol grubunda yer alan 31 goniilli katilimcidan vendz kan
ornekleri alinmigtir. Katilimeilarin serum 8-OHdAG diizeyleri ticari ELISA Kitleriyle
Olclilmiistiir. Ozonun DNA hasarina etkisini arastirmak i¢in katilimcilardan alinan kan
orneklerinin bir kismi 50 pg/ml yogunlukta ozon uygulanarak bir kismiysa
ozonlanmadan alkali komet yontemiyle incelenmistir. Degerlendirmeler sonucu RA’l1
hastalarin 8-OHdG diizeyi kontrol grubundan farkli bulunmamistir ve 8-OHdG diizeyi
remisyondaki hastalarda, aktif hastalik donemindeki hastalardan farkli ¢itkmamustir.
Komet verilerine gore RA’l1 hastalarda DNA hasarinda artig saptanmamistir. Yine
komet analizi sonuglarina gore ne saglikli bireylerin ne de RA’l1 hastalarin kanlarina
ozon uygulamasina bagli DNA hasarinda artis meydana gelmemistir. Sonug olarak:
RA’l1 hastalarda 8-OHdG diizeyi ile DNA hasarinin artmadigi ve kana dogrudan 50

pg/ml yogunlukta ozon uygulanmasinin DNA’da hasara yol agmadig1 gézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Romatoid artrit, ozon, DNA hasari, komet yontemi, 8-OHdG.
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ABSTRACT
The Effect Of Ozone On DNA Damage Which Applied To The Blood Samples
Obtained From Patients With Rheumatoid Arthritis

In this research the level of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) of Rheumatoid
Arthritis (RA) patients and whether this illness gives any damage to their
deoxyribonucleic acid (DNA) or not, whether ozone treatment to the blood samples of
healthy subjects gives any damage to their DNA or not and whether ozone treatment
to the blood samples of RA patients gives any damage to their DNA or not has been
studied. To this end, venous blood samples of 32 RA diagnosed volunteers and 31
voluntary attendees on control group was taken. Attendees' serum 8-OHdG level was
measured using commercial ELISA kits. In order to check the DNA damage of ozone,
some of the blood samples taken from attendees was studied giving 50 ug/ml dense
ozone and some using alkali comet method without ozoning. After deliberations, 8-
OHdG level of RA patients was not found to be different from control group and 8-
OHAG level of patients in remission was not any different from actively ill patients.
According to the comet data DNA damage increase in RA patients wasn't stated.
Again according to the comet analysis results no DNA damage increase was occurred
in the blood of neither in RA patients nor healthy subjects because of ozone
implementation. Finally: It was seen that 8-OHdG level and DNA damage did not
increase in RA patients and 50 ug/ml dense ozone implementation directly to the blood
did not cause DNA damage.

Key words: Rheumatoid arthritis, ozone, DNA damage, comet assay, 8-OHdG
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik hastaliklarda DNA hasarinin artabildiginden yayinlarda sikca
bahsedilmektedir (Bashir ve ark. 1993, Tak ve ark. 2000). RA goriilme siklig1 oldukg¢a
fazla olan ve yasam Kkalitesini son derece azaltan kronik yangisal otoimmiin bir
hastaliktir. Crohn hastaligi, kronik hepatit, gastrit gibi bazi kronik rahatsizliklarda
DNA hasarindaki artisin kanser riskini arttirdigi one siiriillmektedir (Ohshima ve
Bartsch, 1994). RA ile kanser arasindaki iliskiye ise her ne kadar dikkat ¢ekiliyor olsa
da bu baglant1 net olarak kurulamamustir. Ancak artmis DNA hasarinin hastaligin
seyrini pekte iyi etkilemedigi bilinmektedir (Ekstrom ve ark. 2003, Filippin ve ark.
2008, Simon ve ark. 2015).

RA tedavisinde ¢ok ¢esitli tedaviler kullanilmakla birlikte hastaligin tam olarak
tedavisi yapilamamakta, tedavi amagh pek c¢ok molekiiliin arastirilmasina devam
edilmektedir. RA tedavisinde yararli oldugu 6ne siiriilen ajanlardan biri olan ozon
(Bocci ve ark., 2011b) reaktif oksijen tiirlerini (ROT) arttirmak suretiyle etkisini
gostermektedir (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Borrelli ve ark. 2015). Ancak bu
etki mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Lakin bir¢cok hastalikta
ozon uygulamasinin yararh oldugu bilinmektedir (Bocci ve ark. 2011b, Bocci ve ark.
2011c). ROT’un bilinen en 6nemli etkilerinden birisi DNA’da baz modifikasyonlarina
ve zincir kiriklarina neden olarak DNA’da hasarlar olusturabilmesidir (Dizdaroglu
2015). Bu nedenle RA nedeniyle zaten artmis olan bir DNA hasar1 varsa 0zon tedavisi

ile bu hasarin daha da artmas1 miimkiin goriinmektedir.
Yapilan ¢alismada:
1- RA’li hastalarda 8-OHdG diizeyi ve DNA hasari,

2- Saglikli insanlardan elde edilen kan Orneklerine ozon uygulamasinin DNA
hasarina etkisi,
3- RA’ll hastalardan elde edilen kan orneklerine ozon uygulamasinin DNA

hasarina etkisi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Romatoid Artrit

RA ilerleyici eklem hasari, agri, yorgunluk, hareket kabiliyetinde azalma ve
giinliik yasam aktivitelerini gergeklestirmede zorluga yol agmanin yani sira erken
Olimlere de neden olan, klinik gidisi alevlenme ve kismi remisyonlarla seyreden,
sistemik, otoimmiin, yangisal bir hastaliktir. Diinya niifusunun %0,5-1"ini etkilemesi
ve en sik karsilagilan artrit tipi olmas1t RA’nin 6nemini arttirmaktadir. Hastalik esasen
sinoviyal dokunun inflamasyonuyla karakterizedir. Etkilenen eklemlerde sinoviyal
hiicrelerin proliferasyonu, yangisal hiicrelerin yogun infiltrasyonu ve proinflamatuar
sitokinlerin seviyelerindeki artis neticesinde eklem sisligi, kemik ve kikirdak kaybu ile
geri dontlistimsiiz eklem hasar1 gelismektedir. Hastalik, patofizyolojisinin temelinde
olan sistemik kronik inflamasyon nedeniyle, eklemler disinda dolasim ve solunum
sistemleri, goz, tiroid bezi gibi birgok farkli dokuyu da etkileyebilmektedir (Van den
Berg 1998, Uhlig ve ark. 1999, Kvien 2004, Knedla ve ark. 2007, Cojocaru ve ark.
2010).

2.1.1. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

RA diinya genelinde hemen hemen tiim toplumlarda goriilmektedir ve diinya
genelindeki prevalanst %0,5-1 araliginda degismektedir. Bununla birlikte hastaligin
insidansi ve prevalansi zaman i¢inde toplumlar arasinda veya ayni toplumda degisiklik
gosterebilmektedir. Insidans ve prevalans arasindaki farkliliklar niifusun yas
ortalamasina gore artabilmektedir. RA’l1 hastalar uzun siire yasadiklari i¢in, insidans
degismese hatta azalsa dahi prevalans artabilir veya ayni kalabilir. Diinya Saglik
Orgiitii’ne iiye alt1 bolgede yer alan gesitli iilkelerce 2000-2010 yillar arasinda yapilan
prevalans c¢aligmalarinin topluca degerlendirilmesinde 2000 yilinda hastaliktan
etkilenen 2,6 milyon erkek ve 12,21 milyon kadin sayisinin 2010 yilinda 3,16 milyon
ve 14,87 milyona ulastigi; hastalik prevalansi ise Giineydogu Asya iilkelerinde %0,37,
Dogu Akdeniz iilkelerinde %0,62, diisiik ve orta gelirli Avrupa iilkelerinde %1,25,
diisiik ve orta gelirli Amerika iilkeleri ile Bat1 Pasifik iilkelerindeyse %0,42 olarak
belirlenmistir. Sehir veya kirsal yasamin hastalik prevalansini etkilemedigi, ancak
kadinlarda hastalik prevalansinin erkeklerden belirgin olarak daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir (Kvien 2004, Rudan ve ark. 2015). Ulkemizde yapilan galigmalardaysa



hastalik prevalansi Izmir bolgesinde %0,36 Antalya bélgesindeyse %0,38
bulunmustur (Akar ve ark. 2004, Kagar ve ark. 2005).

RA insidans1 yasla birlikte artmaktadir. Ozellikle 60 yaslarinda en yiiksek
degere ulastigi tahmin edilmektedir. Hastaligin goriilme sikligi kadinlarda erkeklerden
3-4 kat daha fazladir. Ancak artan yasla birlikte kadin erkek arasindaki goriilme
sikligindaki fark azalmaktadir. Hastaligin kadinlarda baslama yasi erkeklerden
diisiiktiir ve hastalik kadinlarda daha siddetli seyreder (Kvien ve ark., 2006). RA’nin
goriilme siklig1 Pima Kizilderilileri (%35,3) ile Chippewa Kizilderilileri (%6,8)’nde en
yiikksekken, Cin (%0,20) ve Japon (%0,30) niifusta en diisiik degerlerdedir. Bu
farkliliklar her ne kadar genetik faktorlerin hastaliga olan katkisina dikkat ¢ekiyorsa
da hastaligin bolgeler arast farkliliklar1 cevresel etmenlerinde g6z Oniinde

bulundurulmasi gerektigi yoniindedir (Gibofsky 2012).

2.1.2. Romatoid Artrit Etiyolojisi

RA’nin etiyolojisi hala gizemini korumaktadir. Her ne kadar genetik ve
cevresel faktorlerin birlikteliginin hastalikta rolii oldugu bir¢ok calismada ortaya
atilmigsa da hastaligin biitiin belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda yeterli bulunmamistir.
Baz1 gevresel etmenler genetik yatkinligin oldugu bireylerde hastalig: tetikleyici rol
iistlenebilecegi gibi cevresel etkenlerin hastaliga yatkinligr arttirabilmesi s6z konusu

da olabilmektedir. Ancak bu yonde kesin bir ¢evresel ajan tanimlanamamustir (Harris
ve ark., 2006).

2.1.2.1. Genetik Faktorler

Bircok genetik faktér RA olusumunu ve seyrini etkileyebilmektedir. Ancak
hastaligin genetik yapisi tam olarak ortaya konulamamistir. Tek yumurta ikizleriyle
yapilan caligmalarda, ikizlerden birinde hastalik ortaya ¢ikmissa digerinde hastalik
riskinin %30-50 arttig1 saptanmistir. Bu bulgu genetik faktorlerin disinda gevresel
faktorlerinde hastalik olusumunda 6nemli rolii oldugunu gostermektedir. RA’l1 bir
hastanin ¢ift yumurta ikizlerindeyse bu oran %2-5 gibi nispeten yiiksek bir degerdir.
Ote yandan bu deger 1. derece akrabalar icin saptanan riskten fazla bulunmamistir

(Harris ve ark., 2006).



Altinct kromozomun kisa kolunda bulunan major histokompatibilite kompleksi
(MHC) lokusu (The MHC sequencing consortium 1999), RA’da genetik yatkinligin
biiyiik bir kismindan sorumlu tutulmaktadir (Silman ve Pearson, 2002). Antijen sunan
hiicrelerin yiizeyinde bulunan MHC-II antijenlerinin yapisi RA’ya yatkinlikta ve
hastalik siddetinde oldukca Onemlidir ve genetik etkinin yaklasik %40’lik kismini
olusturur (Harris ve ark., 2006). Genis gen kiimelerinden olusan MHC’nin grup-11
genlerinden olan HLA (insan 16kosit geni) gen gruplar1 ise RA ile iligkisi en ¢ok
arastirilan genlerdir. Ozellikle HLA-DRBI1 genindeki varyasyonlar RA’ya yatkinlikta
en biiyiik katkiya sahiptir ancak heniiz hangi varyasyonun yatkinlik sagladigi
bilinmemektedir. Bunun aksine HLA-DRBI1 geninin birkag varyasyonu ise hastalik
riskini azaltabilmektedir. Fakat bu 6zel degisikliklerin ni¢in koruyucu olduklar1 net
degildir (Silman ve Pearson 2002, Bax ve ark. 2011, Viatte ve ark. 2013). HLA-
DRB1*04 allel gruplarinin (*0401, *0404, *0405, *0408), HLA-DRB1*0101 veya
*0102, HLA-DRB1*1402 ve HLA-DRB1*1001 allelerinin ya da bu allellerin
birlikteliginin hastaliga yatkinlikta ve hastalik siddeti ile hastaligin eklem dist
tutulumunda etkili olabilecegi one siiriilmektedir (Young ve ark. 1984, Reviron ve ark.
2001, Silman ve Pearson 2002, Holoshitz ve ark. 2010). Ote yandan bu allellerin
varliginin hastalik siddeti veya eklem dis1 tutulumlari etkilemedigi yontinde goriislerde
bulunmaktadir (Boki ve ark., 1993). DRB1*1301 gibi bazi allellerinin ise hastalik
riskini azalttigi saptanmustir (Van der Woud ve ark., 2010). HLA-DR4 (HLA-
DRB1*04) alleli romatoid faktor (RF) pozitif hastalarin %70’inde bulurken, normal
toplumda %30 oraninda bulunmaktadir ve HLA-DR4 pozitif bireylerde hastalik
riskinin 4-5 kat arttirdig1 kabul gormektedir (Harris ve ark., 2006).

Son yillarda yapilan gen tabanli ¢alismalar MHC lokusunda bulunan non-HLA
genleri ile MHC lokusunda bulunmayan non-MHC genlerinin RA ile iligkilisini tespite
yoneliktir. Bu ¢aligmalarda 100’iin iizerinde non-HLA allelinin RA’ya yatkinlikta
etkili oldugu dogrulanmistir ve hastaligin kalittmin1 kismen de olsa etkileyen non-
MHC genleri tanimlanmistir (Karlson ve ark., 2016). Ozellikle PADI4 (peptidilarginin
deaminaz tip-4 ), PTPN22 (protein tirozin fosfataz nonreseptor tip-22) ve CTLA4
(sitotoksik T lenfosit assosiye antijen-4 ) non-MHC genleri hastaliga yatkinlikla iligkili
bulunmustur (Plenge ve ark. 2005, Holoshitz ve ark. 2010, Viatte ve ark. 2012, Viatte
ve ark. 2013). Seropozitiflik durumda HLA-DRB1 ve PTPN22 genlerinin



birlikteligininse hastalik riskini arttirdigi belirlenmistir (Goulielmos ve ark., 2016).
Ancak, MHC sinif II genleriyle kiyaslandiginda, bu genlerin hastaliga katkisinin daha
az oldugu ifade edilmektedir (Harris ve ark., 2006).

2.1.2.2. Cinsiyet ve Bireysel Faktorler

Kadinlarda RA riskinin yiiksek olusu, hastalik olusumunda hormonlarin ve
gebelik faktorlerinin roliinii aydinlatmaya yonelik ¢esitli ¢alismalar yapilmasina zemin
hazirlamistir. Ne var ki bu c¢alismalardan beklenen sonuglara ulagilamamistir. RA’I1
erkeklerde genel olarak testosteron seviyesi diisikk olmakla birlikte, kadin seks
hormonlarinda anlamli farkliliga rastlanmamigtir. Diizenli oral kontraseptif kullanan
kadinlarda, hi¢ oral kontraseptif kullanmayan ya da hayatinin bir déneminde oral
kontraseptif kullanmis kadinlara kiyasla, RA riskinin diisiik oldugu belirlenmis ancak
bu durum net sekilde agiklanamadigi gibi bu etki teyit edilememistir (Silman ve
Pearson 2002, Kvien ve ark. 2006). Dogum yapan kadinlardaysa hastalik riskinde ilk
dogumdan sonra artis meydana gelebilirken, Ozellikle dogum sonrasi emziren
kadinlarda risk artisginin daha yiiksek oldugu saptanmis, bununsa proinflamatuar
hormon olan prolaktin artistyla ya da prolaktine karsi olusan anormal yanittan ileri
gelebilecegi ileri stirtilmiistiir (Silman ve Pearson 2002, Harris ve ark. 2006, Gibofsky
2012).

2.1.2.3. Cevresel Faktorler

Cesitli cevresel faktorler, bireysel davranislar ve yasam tarzlari RA’da risk
faktorii olarak incelenmistir. Mevcut verilere gore sigara kullanimi, igilen miktara
bagli olarak, simdiye kadar belirlenmis en giiclii ¢cevresel risk faktoriidiir. Hastalik
riskini %25 oraninda arttirdign tahmin edilmektedir. Ozellikle seropozitiflik
durumunda riskin daha bariz oldugu saptanmustir. Diisiik egitim seviyesi, yiiksek
dogum agirlig1 ve obezite yiiksek hastalik riskiyle nispeten daha az iliskili olup, alkol
titketimi koruyucu etki olusturabilmektedir. Silika tozu, solvent, hava kirliligi ve UV
151k maruziyeti azda olsa hastalik riskinde artis meydana getirebilmektedir (Kallberg
ve ark. 2009, Karlson ve ark. 2016).

Human parvovirus B19, rubella viriis, human retrovirus 5, alfa viriisler, hepatit

B viriisii, epstein—barr viriisii, borrelia burgdorferi, mycoplasma, mycobacterium



tuberculosis, escherichia coli, proteus mirabilis, porphyromonas gingivalis gibi
mikroorganizmalarin genetik yatkinlig1 bulunan bireylerde hastalik gelisiminde etkili
olabilecegine dair ¢esitli bulgular bulunmaktadir. Ancak bu mikroorganizmalarin
hastalig1 tetikleyici oldugu yoniinde ki goriisler tartismalidir ve tek bir
mikroorganizma hastaliktan sorumlu tutulamadig: gibi, spesifik bir etiyolojik ajan da
saptanamamustir (Tobon ve ark., 2010).

2.1.3. Romatoid Artrit Patofizyolojisi

Hastaligin patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, RA’da ki
patolojik degisikliklerin temelini sinoviyumun inflamasyonu olusturur. Hastalik
patogenezinde ndtrofiller, fibroblastlar, sinoviyal hiicreler, makrofajlar, dogal katil
hiicreler, dendritik hiicreler, T ve B lenfositler gibi immiin sistemin bir¢ok hiicresi
oldukca 6nemli ve karmasik etkiler meydana getirmektedir. Immiin sistemin
aktivasyonunda ve diizenlenmesinde gorevli kompleman sistem proteinleri, sitokinler,
biiylime faktorleri, prostaglandinler ve adezyon molekiilleri ise hastaligin farkli
evrelerinde hastalik gelisimine katki saglamaktadir. Tiim bunlara ek olarak kronik
inflmasyona bagli olarak ortaya ¢ikan oksidatif stresin de hastalik patogenezinde
onemli etkileri bulunmaktadir (Tak ve ark. 2000, Lee ve Weinblatt 2001, Hitchon ve
El-Gabalawy 2004, Kay ve Calabrese 2004, Khurana ve Berney 2005, Quinonez-
Flores ve ark. 2016).

Hastalikta ilk sinoviyum degisiklige ugrar ve hastalik ilerledik¢e sinoviyal
yapida meydana gelen degisiklikler farklilik gosterir. ilk haftalarda doku 6demi ve
fibrin depozitler nedeniyle klinik olarak eklem sisligi ve agr1 ortaya ¢ikar. Kisa siire
i¢inde, sinoviyumun eklem kavitesine bakan i¢ ylizeyinde Tip A (makrofaj benzeri
sinoviyositler) ve Tip B (fibroblast benzeri sinoviyositler) sinoviyositlerin olusturdugu
1-2 hiicre tabakasi derinligindeki intimal astar bolge 4 ile 10 (bazen 20 hiicreden fazla)
hiicre derinligine ulasir ve sinoviyum hiperplastik bir goriiniim alir. Bu degisikliklerle
es zamanli olarak T ve B hiicreleri de igeren mononiikleer hiicrelerin, makrofajlarin ve
plazma hiicrelerinin yogun infiltrasyonu neticesinde sinoviyumun subintimal
bolgesinin hiicre sayisi ve igerigi degisime ugrar. Kimi zaman B hiicreler ve dendritik
hiicreler, T hiicreler ve doku makrofajlariyla kiimeleserek lenfoid folikiillere benzeyen

yapilar meydana getirir. Sinoviyal yiiksek damar endotel hiicreleri ise hastaligin bu



erken evresinde farklilagarak, sekonder lenfoid ya da yangili nonlenfoid dokularda
bulunanlara benzer, post kapiller veniilleri meydana getirerek dolasimdaki l6kositlerin
dokuya gecisini kolaylastirirlar. Giderek hipertrofik hale gelen sinoviyal doku lokal
olarak kemik ve kikirdak dokulara dogru invaze olmaya baslayan karakteristik pannus
yapisini olusturur. Pannus histolojik olarak sinoviyal dokudan farkli o6zellikte
yapilanir. Yiiksek seviyelerde matriks metalloproteinazlar (MMP) {ireten
mononiikleer hiicreler ve fibroblast benzeri hiicreler igerir. Eklem kikirdaginin,
subkondral kemik yapinin, tendon ve ligamentlerin asinmasina neden olur (Lee ve
Weinblatt 2001, Kay ve Calabrese 2004, Sweeney ve Firestein 2004, Khurana ve
Berney 2005).

Hastaligin merkezinde olan sinoviyal inflamasyonu neyin tetikledigi
bilinmemektedir. Antijen bagimli CD4+ T lenfositlerin aktivasyonu olasi ilk patolojik
olay olarak degerlendirilmektedir. CD4 +T lenfositler, tip A sinoviyositler,
makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler gibi (HLA-DR ) MHC-II pozitif hiicreler
tarafindan kendilerine sunulan ve bugiin i¢in tanimlanamamis antijenlerle aktive
olmaktadir. Aktive olan yardimci T lenfositler (CD4+) proliferasyon ve klonal
genisleme, sitokin iiretimi ve hiicre-hiicre etkilesimleri gibi farkli siireclerle RA
patogenezinde O6nemli rol oynar. B lenfositler antijen sunarak T lenfositlerin
aktivasyonunu saglamalarinin disinda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve
lenfotoksin-a. gibi sitokinler ile ¢esitli kemokinleri sekrete ederler. Bu etkileriyle
birlikte lokal immiin komplekslerin olugsmasina yol agan hem immiinglobulinlerin hem
de RF, sitriilinlenmis peptit (anti-CCP) ve kollajen-1I otoantikorlarini iireterek RA
patogenezindeki inflamatuar siireclere katilirlar (Weyand 2000, Panayi 2005, Mauri
ve Ehrenstein 2007).

Sitokinler, immiin cevapta rol alan hiicrelerin etkilesimine yardim eden protein
yapida kiiclik molekiillerdir. Hiicrelerin boliinmesini, farklilasmasini, kemotaksisini
etkiler, birgok proinflamatuar-antiinflamatuar olaylarda rol alirlar ve immiin sistemi
diizenleyici etkiler gosterirler. Fizyolojik kosullarda sitokinlerin iiretimi arasinda bir
denge vardir. RA’da bu denge proinflamatuar sitokinler lehine bozulmustur. TNF-a,
IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-21, IL-
23, IL-27, IL-32, IL- 33, IFN-y hastalik patogenezinde rolii oldugu tespit edilen baslica

sitokinlerdir (Brennan ve Mclnnes 2008, Braun ve Zwerina 2011, Mateen ve ark.



2016a). T ve B hiicreler ile yogun sekilde makrofaj ve fibroblast benzeri sinoviyositler
tarafindan iretilen sitokinler sinoviyal inflamasyonun genislemesinde ve
sirdiiriilmesinde  etkindirler.  Fibroblastlarin  proliferasyonuna, makrofajlarin
aktivasyonuna ve diger sitokinlerin artigina; sinoviyal dokuda transkripsiyon
faktorlerini uyararak eklem hasarinda rol alan enzimlerin sentezlerine ve hiicre igi
yolaklarin aktivasyonuna neden olurlar. Ozellikle makrofajlar ve sinoviyal
fibroblastlar arasindaki yogun sitokin trafiginin kisir dongiisii, RA’da ki sinoviyal
inflamasyonun kalic1 olmasi ile sonuglanir. (Kay ve Calabrese 2004, Knedla ve ark.
2007, Brennan ve Mclnnes 2008). Interlokin-1 ve TNF-o hastalik patogenezinde
onemli etkilere sahip ana proinflamatuar sitokinlerdir. Hastaligin sistemik etkilerinin
olugmasina aracilik ederler. Yangili sinoviyumdaki bir¢ok hiicrenin koordinasyonunu
saglarlar. Ayrica bu iki sitokinin birbirlerinin iiretimini arttirmak gibi 6zelligi de
bulunmaktadir (Kay ve Calabrese, 2004). TNF-0, RA’l1 hastalarin hem sinoviyal
dokusunda hem de sinoviyal sivilarinda bol miktarda bulunur. Ana kaynagi aktive
olmus makrofajlar olmakla birlikte; sinoviyal fibroblastlar, T ve B hiicreler, dogal katil
hiicreler, osteoblast ve osteoklastlar da TNF-a iiretebilmektedir. TNF-a diger
proinflamatuar sitokinlerin {iretimini uyarmak, akut faz cevabi olusturmak,
osteoklastlar1 ve kondrositleri aktive ederek kemik rezorpsiyonu ve kikirdak harabiyeti
meydana getirmek; endotel hiicrelerinin adezyon molekiillerini ve kemokinleri
artirarak 16kositlerin sinoviyumda birikmesine sebep olmak gibi hastalik
patogenezinde c¢ok yonlii etkiler gosterir (Brennan ve Mclnnes 2008, Braun ve
Zwerina 2011). IL-1 esas olarak aktive makrofajlar ve sinoviyal fibroblastlarca iiretilir.
RA patolojik stireclerinde TNF-a’ya benzer oOzellikler gdstermesinin yami sira
kondrositlerin kikirdagin yeniden yapilanmasindaki etkilerinin kisitlanmasinda da rol
oynar (Dayer 2003, Kay ve Calabrese 2004, Braun ve Zwerina 2011).

RA hastalarinin eklemlerindeki oksidatif stresin nedeni, sinoviyal kavite
tizerindeki artan basing, kapiller yogunlugunda azalma, sinoviyal dokunun metabolik
olaylarindaki artis ve lokal l6kositlerdeki artig gibi faktorlerdir (Tak ve ark. 2000,
Harris ve ark. 2006). Bununla birlikte hastaliga bagl sinoviyal dokuda meydana gelen
hasarlar ortamda metal iyonlarini artirarak hiicreler i¢in oldukg¢a toksik hidroksil
radikalinin (OH") olusumunu kolaylastirir (Filippin ve ark., 2008). Hastalikta artmis
ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) dogrudan kondrositlere etki ederek kondrosit



6limiine sebep olabildigi gibi, dolayli yoldan MMP sekresyonunu arttirarak kikirdak
dokuda hasar olusturabilirler (Hitchon ve El-Gabalawy 2004, Quinonez-Flores ve ark.
2016). ROT ve RNT eklem dokusunda non-enzimatik olarak protein yapilarda
glikozilasyona neden olarak bu yapilara karsi immiinglobulinlerin olusumuna
sebebiyet verebilirler ve fagositleri aktivite edebilirler (Tai ve Newkirk 2000, Hitchon
ve El-Gabalawy 2004). IL-1 ve TNF-a ile diger sitokinlerin gen ekspresyonlarini
arttirabilirler (Kundu ve ark., 2012). ROT ve RNT dogrudan DNA yapisina zarar
verebildigi gibi dolayli olarak DNA onarim mekanizmalarini bozarak da kalici
mutasyonlara neden olabilmektedir. Ozellikle RA’da apopitozdan sorumlu p53 timdr
baskilayict gende boyle bir mutasyonun olugmasina bagli apopitozdan korunmus
sinoviyal fibroblastlarin ve 16kositlerin varligi tespit edilmistir (Firestein ve ark. 1997,
Reme ve ark. 1998, Li ve Wan 2013, Quinonez-Flores ve ark. 2016). Bununla birlikte
RA’l1 hastalarin periferal kan lenfositlerinde promutejenik olarak bilinen ve oksidatif
stres kaynakli genotoksite gostergesi olan 8-oxohydrodeoxyguanosine diizeylerinin
arttig1 belirlenmistir (Tak ve ark. 2000, Filippin ve ark. 2008).

2.1.4. Romatoid Artrit Klinik Ozellikleri

RA genellikle haftalar ve aylar boyunca siiren yavas ve sinsi bir baslangig
gosterir. Hastalik vakalarin %55 ile %65’inde bu sekilde baslar. Baslangi¢ belirtileri
sistemik veya eklemde olabilir. Bazi bireylerde yorgunluk, halsizlik ellerde sislik veya
yaygin kas ve eklem agris1 spesifik olmayan ilk yakinmalar olarak ortaya ¢ikabilir,
eklem tutulumu daha sonra belirginlesir. Asimetrik eklem tutulumu nadirde olsa
gorilebilir. Hastalarin %8 ile %15’inde ise hastalik akut baslangi¢hidir. Sinsi tip
baslangica gore daha az simetrik tutulum vardir ve sistemik komplikasyonlar bu
gruptaki hastalarda daha sik goriiliir (Harris ve ark., 2006).

Hastalikta ilk tutulan eklemler daha ¢ok metakarpofalangeal eklemler,
proksimal interfalangeal eklemler, metatarsofalangeal eklemler ve el bilekleridir.
Biiyiik eklemlerde (servikal omurlar, diz, omuz ve kalga eklemleri) genellikle kii¢iik
eklemler tutulduktan sonra belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Harris ve ark., 2006). Her ne
kadar hastalik eklemlerde en biiyiik hasar1 olusturuyorsa da sistemik kronik
inflamasyon bir¢cok hayati organa zarar verebilmekte ve cesitli komplikasyonlara

neden olabilmektedir. Eklem tutulumuna eslik eden komplikasyonlarin varlig ise hem



agresif bir hastalik tablosuna hem de 6liim riskin de artisa sebep olabilmektedir. Deri,
g0z, hematopoetik sistem, solunum sistemi, sindirim sistemi, sinir sistemi, bosaltim
sistemi ve dolasim sistemi hastaliktan en ¢ok etkilenen sistemlerdir ve sistem
tutulumlan birliktelikte gosterebilmektedir. Ayrica, RA’l1 hastalarda kanser riskinde
de belirgin artig vardir ve 6zellikle hematolojik kanserler ile akciger kanserlerindeki
risk artis1 daha belirgindir (Grassi ve ark. 1998, Khurana ve Berney 2005, Simon ve
ark. 2015, Raheel ve ark. 2016).

2.1.5. Tedavi

RA tedavisinde amag¢ eklem yapilarmin hasarmin  Onlenmesi ve
fonksiyonlarinin korunmasi, yasam kalitesinin yiikseltilmesi, agr1 ve inflamasyonun
en aza indirilmesi, komplikasyonlarin Onlenmesidir. Giiniimiizde hastaligin
tedavisinde steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAI), kortikositeroid, geleneksel
hastalik modifiye edici anti romatizmal ilaglar (DMARDs) ve biyolojik ajanlar
kullanilmaktadir. He ne kadar son yillarda IL-1, IL-6 ve TNF-a proinflamatuar
sitokinlerini etkisizlestirmeye yonelik ajanlarin tedavide kullanilmaya baslanmasiyla
tedavide olumlu yonde gelismeler olmus olsa da mevcut tedavilerin hig biri hastalig
tamamen ortadan kaldirmakta yeterli olmamaktadir ve her hasta icin hedeflenen

remisyon saglanamamaktadir (Harris ve ark. 2006, Top ve Terekeci 2008).
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2.2. 0Ozon
2.2.1. Ozonun Tanim

Ozon (O3) ii¢ oksijen atomundan olusan, yapisi dolayisiyla oldukc¢a kararsiz,
gaz olarak depolanmasi miimkiin olmayan (sivi olarak -111, 9 °C’nin altinda
depolanabilir), renksiz, keskin kokulu, havadan daha agir bir gazdir. Flor ve
persiilfattan sonraki en gii¢lii oksitleyici ajandir. Oksijenden (O2) daha yogundur ve
suda ¢Oziiniirligi Oz’den 10 kat fazladir (0 °C’de, 100 ml suda 47 ml ozon
¢oziilebilmektedir). Yarilanma 6mrii 20 °C’de 40, 0 °C’de 140 dakikadir (Di Paolo ve
ark. 2004, Bocci 2006a, Bocci 2006b, Bocci ve ark. 2009, Schwartz ve Martinez-
Sanchez 2012).

Yeryiizinden yaklagik 20-30 km yiiksekte bulunan atmosferin stratosfer
tabakasi, ozonun dogada en yogun olustugu yerdir ve burada gazin yogunlugu 16-20
mg/m3e ulasabilmektedir. Giines kaynakli yiiksek enerjili ultraviyole radyasyon
1sinlart stratosfer tabakasina ulastiginda buradaki Oz molekiillerini pargalayarak
serbest oksijen atomu haline getirirler (Sekil 1). Bu oksijen atomlari yine yiiksek
enerjili 1smlar nedeniyle O2 molekiilleriyle reaksiyona girerek ozonu olustururlar.
Ancak ozon kararsiz yapida bir gaz oldugundan ve ortamdaki yiiksek enerjili 1ginlarin
stirekliligi nedeniyle hizla oksijen molekiiliine ve atomuna ayrilir. Ozonun bu dongiisii
sonucu giinesten gelen yliksek enerjili 1sinlarin (UV-C’nin tamami, UV-B’nin biiyiik
cogunlugu) sogrularak yeryiiziine ulagmalar1 engellenmis olur. Yeryiiziinde olusan
ozon ise 20 pg/m3liik yogunlugun altindadir (Di Paolo ve ark., 2004). Bu yogunluktaki
ozon yasamla bagdasmakla birlikte, insan kaynakli olarak ozon yogunlugunda artis

meydana gelmektedir.

hv (2, < 200 nm
0, ————» 20
> Ozon olusumu
0 + 0y ——————e= O
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; S 3
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O e O O

% Ozonun pargalanmasi

O Dy i 1305

J

Sekil 1. UV 1sin1 etkisiyle ozonun olusumu ve pargalanmasi. A: lamda dalga

boyu.(https://biyosferdekicanliligindevami.files.wordpress.com/2015/05/0zon1.jpg)
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Yasadigimiz atmosfer tabakasi troposferde ozon yogunlugunun artmasi hava kirliligi
olarak kabul edilir ve insan saghig1 agisindan tehlike yaratir. Ozellikle akcigerler yapis
geregi ozona karsi oldukca savunmasizdir. Siirekli ozona maruz kalmak akcigerlerde
kronik oksidatif stres yaratarak sabit sekilde proinflamatuar sitokinlerin, ROT ve
oldukea toksik olan lipit oksidasyon iiriinlerinin (LOPs) olusumunda biiylik ¢apli artis
meydana getirmektedir. Akcigerlerde baslayan bu lokal inflamasyon zamanla
kroniklesip, bagka hayati organlarda da kronik inflamasyona sebep olabilmektedir.
Ozonun verdigi hasarlar, maruz kalinan yogunluga ve siireye, ortamdaki nem oranina
(ozon nemli ortamda daha aktiftir) gore degisiklik gostermektedir. Diisiik yogunlukta
ozon solumak oksiirmeye ve bogazda tahrise neden olurken; yiiksek yogunlukta ozon
solunmasi bronsiyal mukozada ve pndmosit hiicrelerinde hasara neden olup akciger
Odemine yol agabilmektedir. Ayrica 0,02 pg/ml yogunluktaki saf ozonun dort saat
solunmasiin 6liimciil olabilecegi belirtilmektedir (Pryor ve ark. 1995, Di Paolo ve
ark. 2004, Bocci 2006b, Bocci 2007).

Ozon glinlimiizde i¢gme sularinin sterilizasyonu, tekstil iirlinlerinin agartilmasi,
gidalarin saklanmasi, temizlik ve dezenfeksiyon saglamak gibi bir¢ok amacla ve farkli
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu islemlerde kullanilan ozon normal
soludugumuz havadan 6zel olarak gelistirilmis cihazlarla elde edilir ve teknik ozon

olarak adlandirilir (Bocci ve ark., 2009).

2.2.2. Medikal Ozonun Tanim

Medikal diger bir adiyla tibbi ozon, endiistriyel amacl kullanilan teknik
ozondan farkli olarak saf oksijenden elde edilir. Soludugumuz havanin igeriginde
bulunan nitrojenin nitrik okside doniiserek toksik etki yaratmasi nedeniyle medikal
ozon elde etmede soludugumuz hava kullanilmamaktadir (Bocci ve ark., 2009).

Medikal ozon jeneratorleri, saf oksijenden ozon elde etmeye yarayan
cthazlardir. Cok cesitli tip ve 6zellikte medikal ozon jeneratorii bulunmakla birlikte
hepsinin ¢aligsma prensipleri benzerdir. Oksijen gegisi sirasinda yliksek voltajli (5-14
kV) elektrik desarjlari olusturarak oksijeni ozona doniistiiriirler (Bocci ve ark., 2009).
Yalniz bu doniisiim tiim oksijenin ozona doniisimii seklinde gerceklesmez. Saf
oksijenin en fazla %5’lik kism1 ozona doniistiiriiliir. Bu nedenle medikal ozon aslen

oksijen/ozon karisimindan olusan bir gazdir. Tibbi amagl kullanilan ozon yogunlugu
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10-80 pg/ml araligindadir (Bocci 2006a). Uygulanan ozon dozu ise kullanim amacina
gore degismekle birlikte hangi patolojilerde hangi dozda uygulanmasi gerektigine dair

kabul edilmis ve goriis birligine varilmis bir uygulama bulunmamaktadir.

2.2.3. Medikal Ozonun Tarihcesi

Yayinlarda ozondan ilk bahsedilis 1785 yilinda Alman fizik¢i Martin van
Marum’un havadaki bir gazin elektrik akimiyla kivileim ¢ikarip keskin kokulu ve
yiiksek okside edici 6zellikte bir gaza farklilagtigini saptamasiyla basglamistir. Bunu
1840 yilinda Basel Universitesi profesdrlerinden Christian Friedrich Schénbein’in
oksijenden elde ettigi keskin kokulu gaza “ozon” adi vermesi ve bu gazin biyolojik
yapilarda cift bag yapilarina baglanabildigini belirtmesi takip etmektedir. 1857 yilinda
Werner von Siemens’in tasarladigi cihazla (manyetik indiiksiyon borusu) igme suyunu
aritilmasiyla ozondan faydalanilmaya baslanmistir. 1896 yilinda patenti Tesla’ya ait
0zon gazi iretici sistemin gelistirilmesinden sonra ozonun ¢esitli alanlarda kullanimi
yayginlagmistir ve 1957 senesinde giiniimiizde kullanilan medikal ozon
jeneratorlerinin gelisimine zemin hazirlayan oksijen/ozon gaz karigimini iireten cihaz
Dr. Joachim Hansler tarafindan gelistirilmistir (Schwartz ve Martinez-Sanchez, 2012).

Tibbi amachi ozon kullanimiyla ilgili bilgiler 18.yy’in ikinci yarisina
dayanmakla birlikte ilk kez 1899°da Isvigreli dis hekimi Fisch tarafindan lokal olarak
dezenfektan amagli kullanilmigtir. Bu donemden sonra ozonun tibbi kullanimryla ilgili
degisik endikasyonlarla ve farkli dallarda kullanimi yayginlagsmistir. Cerrah Erwin
Payr’in ozonun tedavi amaclh kullaniminin faydalarin1 gérmesi ve bunu agiklamasi;
ardindan da Fransiz Dr. P. Aubourg’un kolit ve fistiil tedavisinde ozonu rektal yoldan
uygulamaya baslamasi takip etmistir. 1960’11 yillara gelindiginde Almanya’da ilk ozon
terapi okulu acilarak ve ozonun tedavi amagli uygulamasina yonelik hekimlerin
yetistirilmesinin adimlar1 atilmistir. 1968’de ise giliniimiizde en yaygin sekilde
kullanilan major otohemoterapi yontemiyle yogun seklide ozon uygulamalarina
baslanmistir (Schwartz ve Martinez-Sanchez, 2012). Gegen zaman igerisinde ozonun
tedavi amagh kullannmindaki artis Ozellikle 1980 sonrasinda tibbi amagli ozon
kullanimina iliskin yayinlarda artis1 da beraberinde getirmistir.

Glinlimiizde ise her ne kadar etkili bir tedavi olarak medikal ozon uygulamalari

daha gelismis ve bilinir duruma gelmigse de; ozon tedavisi, etkinligi ve gilivenirligi
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kanitlanmus bir tedavi yontemi degildir. Ne var ki Almanya, Rusya, Kiiba ve italya
basta olmak iizere ¢esitli iilkelerdeki hekimler tarafindan gerek tedavi gerekse tibbin
tamamlayicist olarak uzun yillardir farkli dozlar ve yollarla ozon terapisi
uygulanmaktadir.

Ulkemizde ise Saghik Bakanligmin diizenledigi Geleneksel ve Tamamlayici
Tip Uygulamalar1 Y6netmeligi ile ozon uygulamasi ve ozonun kullanim alanlariyla
ilgili yasal diizenleme yapilmistir (T.C. Resmi Gazete, 27 Ekim 2014, say1: 29158; Ek-
3).

2.2.4. Medikal Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozonun saf suda ¢oziiniirliigli diger gazlarda oldugu gibi sicaklik, basing ve
yogunluguna baghidir. Ozon saf suda ¢oziindiigiinde baska molekiillerle reaksiyona
girebilme Ozelligini yitirir. Ancak ozonlu su olarak dezenfektan amach
kullanilabilmektedir (Bocci ve ark., 2011a). Ote yandan ozonun, plazma, interstisyel
stv1, lenf s1visi ve idrar gibi viicut sivilarinda ¢oziiniirligii saf sudan farklidir. Ozon
gazlarin ¢oziinme yasasina (Henry yasasi) aykiri hareket eder. Biyolojik sivilarda
hizla ¢oziiniip reaksiyona girerek oldukga reaktif olan oksijen atomunu (O°) ve oksijen
molekiiliinii olusturur. Dolayisiyla ozonu bu sivilarla temas ettikten sonra ozon olarak
saptamak miimkiin olamamaktadir. Uygulanan gaz karisimin i¢inde bulunan oksijenin
tamamiysa hemoglobine baglanabilmektedir. Ozon cilt ya da mukozaya penetre
olamaz ve hiicre i¢ine giremez (Bocci 2006a). Ancak, ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA), askorbik asit ve iirik asit gibi antioksidanlar, albiimin, indirgenmis glutatyon
(GSH) ve sistein gibi —SH grubu igeren tiyol birlesikleriyle kolaylikla; doza bagimli
seklide karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA ile tepkimeye girebilmektedir. Tiim
bu biyolojik molekiiller ozonla girdikleri tepkime sonrasi elektron kaybederek okside
olurlar (Bocci 2006a, Travagli 2007, Bocci ve ark. 2011a).

Ozon kanla temas ettiginde ise hizla plazmada ¢6ziiniir. Coziinme sonrasi bir
kism1 plazmada bulunan iirik asit, askorbik asit, indirgenmis glutatyon, sistein ve
albiimin gibi antioksidan molekiiller tarafindan saniyeler i¢inde etkisizlestirilirken;
kalan kismi1 plazmada bulunan PUFA ile girdigi reaksiyon sonrasi hidrojen peroksit
(H202) ve LOPs olusumuna neden olur (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Borrelli ve
ark. 2015).
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Ozonun asil tedavi edici ve biyolojik etkilerinin girdigi tepkimeler sonucu
olusan H202 ve LOPs aracilifiyla gerceklestigi one siiriilmektedir. Hidrojen peroksit
hiicre membranindan gecip hiicre igine girdiginde bir dizi biyokimyasal reaksiyonu
uyararak aktiflestirebilmektedir. Uyardig1 biyokimyasal reaksiyonlar etkiledigi hiicre
tipiyle iligkilidir. Eritrositlerde glikoz 6 fosfat dehidrojenaz enzimini aktive ederek
glikolizi uyarirken; ATP ve 2,3-difosfogliserat’ta meydana getirdigi artisa bagh
oksijenin hemoglobinden ayrilmasini kolaylastirip dokularin oksijenlenmesini artirir.
Lokositlerde, NF-kB’y1 aktive ederek TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi bir¢ok
sitokinin, akut faz reaktanlarinin, graniilosit monosit koloni stimiilan faktoriin (GM-
CSF) ve hiicre adezyon molekiillerinin sentezini uyarir, nétrofillerin fagositik
aktivitesini arttirir. Trombositlerde biliylime faktorlerinin (PDGF ve TGFB-1) tiretimini
uyarir. Bahsi gegen hiicresel yanitlart meydana getiren hiicre i¢i H20O2 yogunlugu (4
uM) oldukga diisiik olup, saniyeler iginde glutatyon peroksidaz (GSH-pxs) ve katalaz
gibi antioksidan enzimlerce suya doniistiiriiliir. Benzer sekilde plazmada olusan ancak
hiicre igine girmeyen H20- de kisa bir siire i¢ginde ortamdan uzaklastirilir (Larini ve
Bocci 2005, Bocci ve ark. 2011a, Bocci 2012).

Ozonun neden oldugu ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
lipoperoksidaz (LOO"), alkoksi radikali (LO"), lipohidroperoksit (LOOH), isoprostan
ve aldehitler gibi lipit peroksidasyon {irlinleri agiga ¢ikar. Olusan bu ajanlardan
organizma i¢in oldukga toksik olan 4-hydroxy-2,3 transnonenal (4-HNE) ve trans-4-
hydroxy-2-hexenal (4-HHE)’in ozonun biyolojik etkilerinin olusmasina aracilik eden
ajanlardir (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Bocci 2012, Borrelli ve ark. 2015).
Hidrojen peroksitle kiyaslandiginda daha kararli yapiya sahiptirler. Bu ajanlar
albiimine baglanmak suretiyle tiim dokulara tasmabilirler. Hedef hiicrelere
ulastiklarinda akut oksidatif stres tepkisinin olugsmasinda etkin rol oynarlar. Albiimine
bagli HNE hedef hiicrenin sitoplazmasina ulastiginda albiiminden ayrilip burada

bulunan Keapl (Kelch ECH associating protein 1) -Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-
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related factor 2) kompleksine baglanir. Transkripsiyon faktorii olan Nrf2 kompleksten
ayrilarak niikleusa gecer. Nrf2, niikleusta bulunan MAF proteiniyle heterodimer
olusturup DNA’da bulunan antiokisidan yanit faktorlerine (ARE ve ya EhRe)
baglanarak; siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz, GSH rediiktaz (GSH-R), GSH
peroksidaz (GSH-Px), GSH transferaz (GSH-Tr), 1s1 sok proteini 70 (HSP70) ve
hemoksijenaz-1 (HO-1) gibi antioksidan proteinlerinin sentezini arttirir (Sagai ve
Bocci 2011, Bocci 2012, Borelli ve ark. 2015).

Bahsi gegen etkiler tedavi edici ozon dozlar igin gegerlidir. 80 pg/ml
yogunlugun altindaki ozonun toksik etkilerinin {irik asit, alblimin, GSH ve askorbik
asit gibi plazma antioksidanlarinca kompanse edilebildigi; bu esnada da total
antioksidan kapasitede %20’lik bir diisiis yasandig1 ancak bu diisiin 30 dakika gibi bir
stirede normale dondiigii belirtilmektedir (Larini ve Bocci 2005, Travagli ve ark. 2007,
Bocci ve ark. 2011c).

2.2.5. Medikal Ozon Uygulama Yontemleri

Ozonun tedavi edici, tedavi edici olmayan ve toksik yogunlugu bulunmaktadir.
Ozonun 10-80 pg/ml arasindaki yogunlugu tedavi edici olarak kabul edilmektedir
(Bocci 2012). 5-10 pg/ml yogunlugun altindaki ozonun var olan anti oksidan
sistemlerce aninda ortamdan uzaklastirilmast (Bocci 2006a), 80 pug/ml ve iizeri
yogunlukta ise antioksidan sistemlerin yetersiz kalmasi sonucu ozonun toksik
etkilerinin organizmaya zarar vermesi nedeniyle kullanimi dnerilmemektedir. Tedavi
edici ozon dozu hastaya, uygulanacak yonteme ve hedeflenen amaca gore
degismektedir. Bununla birlikte ozon terapisine baslamadan 6nce ve terapi siiresince
hastanin pro-oksidan ve antioksidan kapasite durumunun bilinmesinin uygulanacak
ozon dozunun belirlenmesinde ve terapinin giivenli olup olmayacagina karar verilmesi
bakimindan 6nemli oldugu da belirtilmektedir (Hernandez 2007, Simonetti ve ark.
2014).

Medikal ozon parenteral veya lokal olarak uygulanabilmektedir. Baslica ozon
uygulama ydntemleri: Major Otohemoterapi (MOHT), Mindr Otohemoterapi (MIHT)

ve rektal ozon uygulamasidir.
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2.2.5.1. Major Otohemoterapi (MOHT)

Hastanin viicut agirligina bagl olarak alinan 100-225 ml araligindaki kanin in
vitro ortamda ozonlanmasindan sonra hastaya intravendz yoldan geri verilmesi
prensibine dayanir.

Hastadan alinan kan %3,8’lik sodyum sitratla 1: 9 oraninda vakumlu cam sise
icinde karistirilir. Kan miktar1 kadar, ozon yogunlugu 20-80 pg/ml araliginda olacak
sekilde, gaz karisimi (%95 Oz, %5 O3) siseye ilave edilir. 15-20 dakika sonra
transflizyon islemine baslanir (Bocci ve ark., 2011a).

MOHT kullanimi en yaygin olan ve bir¢ok patolojik durumda siklikla
uygulanan ozon uygulama yontemidir. Avrupa’da son birkag¢ yilda bir milyona yakin
MOHT ile ozon uygulamasi yapildigina yayinlarda sik¢a deginilmektedir. Yontemde
kullanilan ozonun yogunlugu, terapinin siklig1 ve siiresi patolojinin ¢esidine ve
uygulayan merkeze gore degismekle birlikte ozon uygulamasinin haftada iki kez
yapilmasinin, terapiye diisiik dozlarla baslanip Onerilen maksimum doza kademeli
olarak c¢ikilmasinin uygun oldugu; ozon konsantrasyonun 5 pg/ml’den fazla
arttirtlmamasi onerilmektedir (Bocci ve ark. 2011b, Bocci ve ark. 2011c). Tablo 1°de
MOHT’nin uygulandig1 patolojiler ve kullanimi onerilen ozon yogunluklari yer

almaktadir.

Tablo 1. MOHT uygulanan patolojiler ve 6nerilen ozon konsantrasyonu (Bocci ve ark.
2011Db).

Baslangi¢c Ozon Cikilabilecek Maksimum
Yogunlugu Ozon Yogunluk

Patoloji (ng/ml) (ng/ml)

Bulasici hastaliklar 20-25 70

Vaskiiler hastaliklar 20 40-50

Dejeneratif hastaliklar 20 30-40

Solunum sistemi

hastaliklar1 15 30-40

Otoimmiin hastaliklar 20-40 80

Metastatik tlimorler 25 70-90
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2.2.5.2. Minér Otohemoterapi (MIHT)

Hastadan alinan 5 ml kan esit hacim gaz karisimiyla (%95 O2, %5 Os), 0zon
yogunlugu 80-100 pg/ml araliginda olacak sekilde, ozona dayanikli enjektor i¢inde
kuvvetli sekilde calkalanip kopiik olusturularak bekletilmeden hastanin gluteal kasina
enjekte edilir. Bu yontemin bagisiklik yanitlarin1 diizenleyici ve cesitli biyolojik
yanitlar1 aktive edici etki meydana getirdigi diisiiniilmektedir. Bu etkilerin enjeksiyon
bolgesinde, yiiksek yogunlukta ozon uygulanmasina bagli, olusan denatiire
proteinlerin, pargalanmis eritrositlerin ve apopitoza ugrayan hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasi igin bolgeye goce eden notrofil ve makrofajlarin steril yangt yaniti
baglatmasi yoluyla ortaya ¢iktigi 6ne siiriilmektedir (Bocci 2006a). Kronik enfeksiyon
hastaliklarinda, Ozellikle herpes enfeksiyonlarinda, MOHT’ye destek amach

uygulanmasi 6nerilmektedir (Bocci ve ark., 2011a).

2.2.5.3. Rektal Ozon Uygulamasi

Uygulama belirli yogunlukta ozon igeren gaz karisiminin belirli hacminin
dogrudan rektuma inflizyonu seklinde yapilmaktadir. Uygun cihaz ve donanimlar
saglanmast durumunda hastalarin evde de uygulayabilecegi bir yontem olarak
nitelendirilmektedir. Ancak, ozonun mutajenik 0Ozelliginden dolayr tekrarlan
uygulamalarin dikkatli yapilmasi gerektigi belirtilmekte; uygulanacak ozon dozunun
8 mg’dan (40 pg/ml X 200 ml 0O2/03 gaz karisimi) diisiik olmas1 ve 10-35 pg/ml
aralindaki ozon yogunlugunun kullanilmasi dnerilmektedir (Bocci ve ark., 2013).

Rektal yoldan ozon uygulamasit MOHT yonteminden sonra en sik kullanilan
ve sistemik etki meydana getirdigi belirtilen ozon uygulama yontemi olmakla birlikte
ozellikle vendz girisin zor olmasi nedeniyle MOHT yonteminin uygulanamayacagi
hastalarda da alternatif yontem olarak uygulanmaktadir. Bagisiklik sistemini
diizenleyici ve oksijen metabolizmasini arttirict etkiler meydana getirdigi One
siiriilmektedir (Luis ve ark., 2015). Ote yandan kolorektal liimende bulunan feces ve
mukopolisakkaritlerin uygulanan ozonu etkisizlestirdigi ve bu bodlgedeki sivilarla
girdigi etkilesim nedeniyle rektal mukozadan ozon emiliminin miimkiin olmadig;
olusan peroksidasyon iirlinlerininse sadece bazilarinin dolasimda saptanabildigi ve

ayrica etki mekanizmasinin heniliz tam olarak aydinlatilamamis olmasi gibi
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nedenlerden otiirli pekte tercih edilmemesi gereken bir uygulama oldugu yoniinde
goriislerde bulunmaktadir (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011¢, Bocci ve ark. 2013).
Belirtilen ozon uygulama yontemleri disinda vajinal infiizyon, viicut
bosluklarina, deri altina ve kas i¢ine de dogrudan enjeksiyonla ozon uygulamasi
yapilmaktadir. Ancak ozonun intravendz ve solunum yoluyla uygulanmasi

yasaklanmistir (Bocci ve ark. 2011a, Bocci ve ark. 2011c).

2.2.6. Medikal Ozonun Klinik Uygulamalar:
27 Ekim 2014 tarih ve 29158 sayili T.C. Resmi Gazete’de yayinlanarak

yiiriirlige giren Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulamalar1 Yonetmeligi’nde

e Eklem, tendon ve ligamen yaralanmarinda

e Vertebra ve disk patolojilerine bagli yansiyan agrida

e Myofasial agr

e Fibromiyalji

o Enfekte diyabetik yaralar

e Gingivit, peridontitis

e Noropatik agr1

e Vertebral disk patolojilerinde

e Revaskiilarizasyon sans1 olmayan kritik iskemili ekstremite yaralari
ve bu belirtilen patolojilerle iligkili olabilecek alanlarda tedaviyi destekleyici yontem
olarak ozon uygulamasinin yapilabilecegi belirtilmekle birlikte, yayinlarda ozon
uygulamasinin multipl skleroz, RA, psoriasis, crohn hastaligi gibi otoimmiin
hastaliklarda, amfizem, kronik obstriiktif akciger hastaligi, idyopatik pulmoner
fibrosis, akut solunum bozuklugu gibi akciger hastaliklarinda; akne ve atopik dermatit
gibi cilt hastaliklarinda, ortopedik hastaliklarda, metastatik kanserlerde, kronik
yorgunluk sendromunda, ciddi sepsis vakalarinda ve ¢oklu organ yetmezliklerinde,
iskemik hastaliklarda, yasa bagli makiiler dejenerasyonda, lumbar ve servikal
fitiklarda, vajinal ve rektal bakteriyal, fungal ve viral enfeksiyonlarda, yaniklarda ve
diger bir¢ok patolojide etkili olduguna dair ifadeler yer almaktadir. Ancak bu bilgilerin
¢ogu ozon terapisi uygulayan hekimlerin bildirilerinden ibarettir (Bocci 2006a, Bocci

2006b).
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Kontrollii klinik c¢aligmalar sonucu elde edilen bilimsel veriler kisitlidir, bu
hastaliklarin ozon uygulamasina bagli iyilestigi yoniinde kabul goren bilimsel kanitlar

yetersizdir ve agik degildir.

2.2.7. Medikal Ozon Uygulamasinin Kontraendikasyonlar1 ve Yan Etkileri
Yaymlarda ozon uygulamasina bagl olusan herhangi bir akut ya da kronik
toksik etkilerden bahsedilmemektedir. Ozon uygulamasi yapanlarin olumsuz
geribildirim almadiklar1 ve hastalarin ozonu iyi tolere ettigi gibi aslinda farazi
bilgilerden Oteye gecemeyen goriisler, ozon terapisinin olast yan etkilerinin

aragtirtlmasindaki eksiklige dikkat cekmektedir.

2.2.7.1. Medikal Ozon Uygulamasinin Yapilmamasi Gereken Durumlar

Ozonun gaz formunda damar i¢ine enjeksiyonu hava embolisi sonucu 6liime
yol acabileceginden yasaklanmigtir. Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi,
Basedow Graves gibi kontrolsiiz hipertiroidi vakalarinda, masif kanamali hastalarda,
malign hipertansiyon, agir trombositopeni (<50000/mm?®) varliginda ozon uygulamasi

yapilmamaktadir (T.C. Resmi Gazete, 27 Ekim 2014, say1: 29158; Ek-3).

2.2.7.2. Karsilasilan Komplikasyonlar
Yaymlarda simdiye kadar ozon uygulamasina bagli dort hasta kaybinin
gerceklestigi ve bunlarinda 1984 yilinda uygulamasi yasaklanan intravendz ozon

uygulamasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Bocci ve ark., 2011c).
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2.3. DNA Hasar1 ve Mekanizmalari

Insan genomu gelisim, biiyiime, metabolizma ve iiremenin biitiin y&nlerini,
temel olarak insanin fonksiyonel bir organizma olmasini belirlemek i¢in gerekli olan
bilgiyi yapisinda bulunduran deoksiriboniikleik asitten (DNA) olusur. Insan genomu,
genetik bilgi birimi olarak nitelenen, yaklasik 50.000 gen icermektedir. Genler her
hiicrenin  ¢ekirdeginde kromozom adi verilen yapilari olusturan DNA’da
kodlanmaktadir. Polimerik bir niikleik asit makromolekiilii olan DNA, c¢ift zincirli
sarmal yapidadir. Bes karbonlu seker (deoksiriboz), azot tasiyan bir baz (adenin, timin,
sitozin, guanin) ve bir fosfat grubu igeren niikleotidlerin milyonlarcasinin
poliniikleotid zincirleri seklinde polimerize olmasiyla meydana gelir. Niikleotidler
birbirine seker gruplari arasinda olusan 5°-3’ fosfodiester baglariyla baglanirken,
bazlar karsilikli olarak hidrojen baglariyla baglanarak cift zincirli yapinin siki sekilde
kenetlenmesini saglar (Lindhal 1993, Nussbaum ve ark. 2005).

DNA, niikleotid yapisin1 veya fosfodiester baglarint bozmaya yonelik
genotoksik ajanlar tarafindan siirekli saldirtya maruz kalmaktadir ve genetik
materyalde olusan tiim degisiklikler “DNA Hasar1” olarak adlandirilir. Genomda, giin
icinde sayis1 on binleri bulabilen DNA hasarlart olusmaktadir ve hasarlar baz
diizeyinde olabilecegi gibi kromozom yapisinda ya da kromozom sayisinda degisiklige
neden olabilecek kadar kompleks yapida da olabilmektedir. Normal kosullarda olusan
DNA hasarlari, DNA tamir mekanizmalariyla diizeltilir. Ancak hasar olusumu, tamir
kapasitesini astiginda ya da tamirden sorumlu mekanizmalar aksakliga ugradiginda
olusan hasarlar kalici hale gelir. DNA’da meydana gelen hasarlar kalici hale
geldiginde mutasyonlara, cesitli hastaliklara, kansere, hiicrelerin fonksiyon kaybina
veya hiicrelerin 6liimiine sebep olabilirler (Lindhal 1993, Sancar ve ark. 2004, Hakem
2008, Jackson ve Bartek 2009).

DNA hasarlarima yol agan olaylarin bazilar1 hiicre metabolizmasi sonucu
meydana gelirken, bazilar1 ise dis faktorlerden kaynaklanmaktadir. Giinesten gelen
ultraviyole radyasyon, iyonize radyasyon, ¢esitli kimyasallar dis etkenler olarak
nitelendirilir ve farkli 6zelliklere sahip bu ajanlarin meydana getirdikleri DNA
hasarlar1 da farklilik gdsterir. Olagan hiicresel metabolizma sonucu agiga ¢ikan ROT
ve RNT ile DNA’nin kendini eslemesi sirasinda olusan yanlis baz eslesmeleriyse

kendiliginden hasar olusumuna sebebiyet vermektedir (Hakem 2008).
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Hiicresel metabolik olaylarin yol agtigt DNA hasarlari, dis etkenlerden
kaynaklanan DNA hasarlarindan daha fazla olmakla birlikte; olusan DNA hasarlar1 ya
aynidir, ya da benzer Ozelliktedir. Cogu kanser tiirlerindeyse endojen ve ekzojen

kaynaklt DNA hasarlarinin birlikteligi s6z konusudur (Bont ve Larebeke, 2004).

2.3.1. Spontan (Endojen) DNA Hasarlari
Hiicresel olaylar esnasinda ortaya ¢ikan etkenlerden ya da canliligin devaminin
saglanmasi esnasinda gergeklesen rutin olaylar sonucu olusan DNA hasarlar1 endojen

kaynakli hasarlardir.

2.3.1.1. DNA Replikasyonu Sirasinda Ortaya Cikan Yanhs Eslesmeler

DNA’nin tamamen kendine benzer bir DNA meydana getirme islemi olan
replikasyon, normal hiicre dongiisiiniin bir pargasidir. Replikasyon esnasinda DNA
cift zinciri agilir ve iki zincirde kendine komplementer bir zincir sentezlediginde
replikasyon tamamlanir. Replikasyon sonrasi, ana DNA molekiilii ile nukleotid dizisi
tamamen ayni olan yeni DNA molekiilii ortaya ¢ikar (Sekil 2). Bdylece DNA da
taginan genetik bilgi her replikasyon olay1 ile korunarak aktarilir. Ancak bu esnada
yanlis baz eklenmeleri meydana gelebilmektedir (Nussbaum ve ark. 2005, Mazouzi ve
ark. 2014). Normal sartlarda replikasyon esnasinda etkili olan enzimler bu yanilis
eklemeyi taniyarak hatali bolgeyi diizeltir. Cesitli nedenlerle hatalar
diizeltilemedigindeyse kalict mutasyon meydana gelmis olur ve bir sonraki
replikasyonda da hatali baz kopyalanmasina ve mutasyonun devamliligina neden olur.

A B

—_—
11111
—_—
—
11111
11111

Sekil 2. DNA replikasyonu. A normal replikasyon, B hatali replikasyon.
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2.3.1.2. DNA’da Var Olan Kararsizliklar Sonucu Olusan Hasarlar
Bazlarin Deaminasyonu

Bazlar baslica piirinler ve primidinler olarak iki gruba ayrilir. Adenin (A) ve
guanin (G) piirin grubuna dahilken; timin, sitozin ve urasil pirimidinler grubunda yer
almaktadir. DNA sarmal yapisinda adenin ile timin (A=T), guanin ile sitozin (G=C)
birbiriyle eslemis halde bulunur. Urasil (U) ise normal sartlarda DNA yapisinda
bulunmaz (Nussbaum ve ark., 2005).

Deaminasyon, bazlarin kimyasal yapisinda bulunan bir “amin” grubunun
hidroliz yoluyla, non-enzimatik olarak, ayrilmasi olayidir (Sekil 3). Cift zincirlili
DNA’da tek zincirli DNA ya oranla daha az deaminasyon meydana gelmektedir
(Lindhal 1993).

Adenin, guanin, sitozin ve 5-metilsitozin deaminasyona ugrayan bazlardir.
Deaminasyon sonrasi sirasiyla hipoksantin, ksantine, urasil ve timin bazlarina
doniistirler. Ksantin, guanin gibi sitozinle bag kurabilirken; hipoksantin, adeninden
farkl1 olarak, timin yerine guaninle; urasil ise sitozinden farkli olarak, guanin yerine
adeninle bag kurar. Tiim bu hatalar replikasyon esnasinda yanlis baz eslesmelerine
neden olarak niikleotid dizilimini degistirirler ve mutasyona yol agarak genetik bilgide

degisiklik meydana getirirler (Akbari 2004).

mutated

old strand

deaminated C
‘ new strand

; g

T U] IT a G has been

A !
AL changed to an A

m B 5 [

ERINCINCIRE> ONA

REPLICATION

new strand

old strand

unchanged

Sekil 3. Sitozin deaminasyonu
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly)
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Metilasyon

Sitozin bazinin 5’ucuna DNA-metiltransferaz enzimi araciligryla metil
grubunun eklenmesi islemidir. Niikleotid dizilerinde sadece guaninden sonra gelen
sitozini etkiler. 5-metilsitozin ise kendiliginden deaminasyona ugrayarak timine
doniisiir ve replikasyon sirasinda C=G eslesmesi yerine T=A eslesmesine sebep olarak
niikleotid dizisinde degisiklige yol agar. Metilsitozinin deaminasyonu, sitozin
deaminasyonundan daha siktir (Lindhal 1993, Jakson ve Loeb 2001, Nussbaum ve ark.
2005).

Depiirinasyon ve Depirimidinasyon

DNA yapisini olusturan baz ve seker grubu arasinda glikozit baglar1 bulunur.
Bu baglarin hidroliz yoluyla kopmas1 sonucu baz eksilmesi olaymna depiirinasyon/
depirimidinasyon adi verilir. Seker grubu ve piirin bazlari (A, G) arasindaki glikozit
baglarin yikimi, seker grubu ve pirimidin bazlar1 (C, T) arasindaki glikozit baglarinin
yikimindan daha yaygindir. Glikozit baglarin kopmasi piirin ve pirimidin bazlarinin
kaybina neden olarak, DNA {izerinde apiirinik/apirimidinik (AP) bolgeler meydana
getirir (Sekil 4). Olusan bu degisim ise DNA replikasyonu sirasinda yanlis eslesmelere
ve replikasyonun durmasina sebep olabildigi gibi bu abazik bolgeler DNA kiriklarina

da zemin hazirlar (Dusinska ve Collins, 2008).

mutated
old strand
£ -
T C T
5 o
depurinated A A A
- ° >
‘ f new strand
2 ] O'IC,O el T]c an A-T nucleotide
- S Y pair has been deletod

DNA
REFPLICATION

new strand

old strand

unchanged

Sekil 4. Adenin depiirinasyonu.
( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26879/figure/A833/?report=objectonly)
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2.3.1.3. Oksidatif Hasar

Hiicresel metabolik olaylar, biyokimyasal reaksiyonlar, fagositik aktivasyon,
inflamasyon ve ¢evresel faktorler (UV, IR, kimyasallar) sebebiyle canli organizmada
stirekli RNT ile ROT olusmaktadir. Stiperoksit anyonu (O2), OH radikali, alloksil
(RO"), peroksil (RO2") ROT’tur. Radikal olmamakla birlikte oksidan olan veya
kolaylikla oksijen radikallerine doniisebilen, hidrojen peroksit (H20>), singlet oksijen
(*O,) ve ozon (Os) ROT iginde degerlendirilirler (Bont ve Larabeke 2004, Bocci 2009,
Ohnishi ve ark. 2013). Ote yandan, biyolojik sistemlerde ROT oksidan 6zelliklerini
ortadan kaldirmaya yonelik antioksidan sistemler ad1 verilen savunma mekanizmalari
bulunur. Fizyolojik kosullarda oksidan olusumuyla oksidanlarin etkisizlestirilmesi
dengelenmis durumdadir.

Cesitli nedenlerle oksidan olusumuyla, oksidanlarin etkisizlestirilmesi
arasindaki denge oksidanlar lehine bozulursa oksidatif stres meydana gelir ve
oksidanlar biyolojik yapilarda direk ya da dolayl olarak hasar olusturup, mutasyon ve
kansere sebep olabilirler.

Oksidatif hasara en duyarl yapilar lipit membranlar olmakla birlikte, biyolojik
yapilarin ¢ogu Ozelliklede DNA oksidatif strese bagli hasar olusumuna yatkindir.
Nitekim DNA’da en sik olusan hasar, oksidatif DNA hasarlaridir ve oksidanlarin
neden oldugu 100’den fazla oksidatif DNA hasar1 tanimlanmistir. Oksidanlar gesitli
mekanizmalar araciligiyla DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarina, DNA-protein ¢apraz
baglanmalarina, abazik (AP) bolgeler olusumuna ve DNA yapisinda bulunan seker ve
bazlarin modifikasyonlarina neden olabilirler. Oksidanlar, dogrudan bazlar1 okside
ederek modifikasyona neden olabilecekleri gibi; DNA replikasyonu sirasinda yada

mevcut hasarlarin onarim asamasinda da baz modifikasyonuna neden olabilmektedir

(Bashir ve ark. 1993, Poulsen ve ark. 1998, Benigni ve ark. 2013, Dizdaroglu 2015).
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Sekil 5. Oksidasyona ugramis bazt DNA yapilar1 (Bont ve larabeke, 2004).

Guanin bazimnin, OH radikaliyle modifikasyonu en sik rastlanan baz
modifikasyonlarindandir (Sekil 5). OH radikalinin DNA’da hasar olusturabilmesi igin
ya DNA’da ya da DNA’ya yakin bir bolgede bulunmasi gerekir. Ancak OH radikalinin
niikleus mebranindan kolayca gecip niikleus igine girebilmesi pek miimkiin
olmamakla birlikte; H20O2 niikleus membranindan kolaylikla gegebilmekte ve metal
iyonlartyla  etkilesime reaksiyonlart) OH  radikallerini

girerek  (fenton

olusturabilmektedir (Bont ve larabeke, 2004).

H,0, +Fe*2= OH"+ OH" + Fe*? (fenton reaksiyonu)

OH radikali, DNA’da bulunan guaninin 4, 5 ve 8. karbonu ile reaksiyona
girebilmektedir. 8. Karbonuna baglanmak ve bazi okside etmek suretiyle guanini 8-
hidroksideoguanozin’e (8-OHdG) dontstiiriir. Bu degisim normal sartlarda DNA
onarim mekanizmalarinca algilanir ve bu modifiye baz replikasyon oncesinde
DNA’dan uzaklastirilir. Meydana gelen metabolit 8-hidroksideoguanozin (8-OHdG)
seklinde dolasima verilir. Dolasimdaki 8-OHdG oksidatif hasarin dogrudan
gostergesidir. Dokularin oksijen tiiketimi ile 8-OHdG bazal diizeyi arasinda dogrusal
bir oran vardir. Organizmada var olan oksidasyonu yansitir. Ayrica, ROT olusumuna
neden olan tiim etkenler 8-OHdAG olusumuna da katkida bulunur. Eger modifikasyona
ugrayan baz DNA yapisindan uzaklastirilamazsa replikasyon sonucu G-C eslesmesi
yerini A-T eslesmesine birakarak kalict mutasyon meydana getirir (Yokus ve Cakir
2002, Ohnishi ve ark. 2013, Dizdaroglu 2015 ).
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2.3.2. Cevresel Nedenlerden Kaynaklanan Hasarlar

DNA, UV veya iyonize 1sinlara maruz kalirsa ve ¢evrede bulunan kimyasal
mutajenlerle reaksiyona girerse, deplirinasyon, demetilasyon gibi kendiliginden
kimyasal olaylar meydana gelir ve buda mutasyonlara neden olur. Genellikle
diizeltilebilen replikasyon bagimli DNA degisikliklerinin tersine, fiziksel veya
kimyasal ajanlardan kaynaklanan niikleotid degisiklikleri siklikla kalict mutasyonlara
doniistir (Nussbaum ve ark., 2005).

Ultraviyole (UV) 1s1m1 DNA’da dogrudan ya da dolayli yollarla hasar
olusumuna neden olur. Fotokimyasal reaksiyon sonucu, dogrudan olusan hasarlarda,
baza ulasan 1sinin dalga boyu ve bazin absorbans derecesi 6nemlidir. UV’ nin DNA’da
olusturdugu spesifik dogrudan hasar, bitisik yada karsilikli konumda bulunan primidin
bazlarinin (C ve T) aralarinda kovalent baglarla baglanmalarina neden olarak primidin
dimerleri veya komsu iki pirimidin bazinin 6 ve 4. karbonlari arasinda kovalent bag
olugmasina yol acarak 6-4 fotoiirlinii (64PPs) olarak adlandirilan yapiyr meydana
getirmesidir. En sik T-C dimerleri, nadir olarak da C-C veya T-T dimerleri olusur. Bu
baglanmalar, replikasyon ve transkripsiyonu bloke eden, DNA’da kivrilma ve dirsek
yapilarin  olusum nedenidir. UV ayrica, hiicreler araciligiyla ROT olusumunu
tetikleyerek de dolayli olarak oksidatif DNA hasarina yol agabilmektedir (Ikehata ve
Ono, 2011).

Iyonize radyasyon (IR), dogada bulunan radyoaktif maddelerin 151mast sonucu
olusur. Canli dokulardaki molekiil ve atomlardan elektron kopararak degisiklik
meydana getirebilen yiliksek enerjili 1sinlardir. DNA’da ¢apraz baglanmalara, ¢ift
zincir kiriklarma, piirin ve primidin bazlarinin oksidasyonuna ve DNA’da abazik
bolgeler (AP) olusumuna neden olurken, OH radikali olusumunu tetikleyerek oksidatif
DNA hasari da olusturabilmektedir (Sutherland ve ark. 2000, Bellon ve ark. 2002).

Kimyasal ajanlarin olusturdugu DNA hasarlar1 bir birinden farkli 6zelliktedir
ve DNA’da hasara yol agan bir¢ok kimyasal ajan bulunmaktadir. Ornegin Peroksitler,
DNA’da tek zincir kiriklar1 ve baz modifikasyonlari olustururken; psoralenler DNA
¢ift zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar meydana getirir; alkilleyiciler ise, DNA ¢apraz
baglanmalarima, DNA kiriklarina ve da DNA iizerinde abazik bolgeler olusumuna
neden olabilirler (Szabo ve Ohshima 1997, Drablos ve ark. 2004, Mouw ve D’ Andrea
2014).
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2.4. DNA Onarim ve Onemi

Giin icinde DNA’da sayilar1 on binleri bulabilen, hem hiicresel olaylardan hem
de gevresel etkenlerden kaynaklanan hasarlar olusmaktadir. DNA’da olusan hasarlar
genetik bilginin nesilden nesle aktariminda eksiklik ya da hata olusturabilecegi gibi,
yasamsal faaliyetlerin devamliliginin saglanmasi ve diizenlenmesinde aksakliklar veya
organizmanin Sliimiine neden olacak ciddi sonuclar meydana getirebilir. Bu nedenle
DNA’da olusan hasarlarin diizeltilmesi, hasar diizeltilemiyorsa mutasyon birikiminin
Onlenmesi amaciyla hiicrelerin  programlanmis  Oliimlerinin  gerceklesmesi
gerekmektedir (Tak ve ark., 2000).

Canli organizmalar, fizyolojik sartlarda oldukca fonksiyonel olan, hem
organizma i¢in tehdit olusturan hiicrelerin yok edilmesine hem de DNA hasarlarinin
diizeltilmesine yonelik ¢esitli mekanizmalara sahiptir.

Hasarli DNA’nin onarimi dogrudan onarim, baz eksizyon onarimi, niikleotid
eksizyon onarimi, ¢ift zincir kiriklarinin onarimi ve zincirler arasi ¢apraz baglarin
onarimi seklinde gerceklesmekle birlikte, replikasyon hatalarinin onarimini da
kapsamaktadir (Sancar ve ark. 2004, Hakem 2008).

DNA onarim mekanizmalari, bir birinden farkli hatalar1 tanima 6zelliklerine
sahiptir ve bir¢ok enzim ile proteinin isin i¢inde oldugu olduk¢a karmasik siireclerdir.
Onarim mekanizmalar tek baglarina etkili olabildikleri gibi, kompleks hasarlarda

farkli onarim sekilleri birlikte etki de edebilmektedir.

2.4.1. Hasarin Dogrudan Onarimi

DNA hasarinin dogrudan onarimi temel olarak iki sekilde gerceklesir. UV
kaynakli pirimidin dimerlerinin DNA fotoliyaz enzimi araciligiyla onarimi ki bu
insanlarda olmayan bir yoldur. Digeri ise alkilleyici kimyasallarin neden oldugu 6-
metilguaninin, metilguanin DNA metiltransferaz enzimi araciligiryla onarimidir. Hatali
bazda bulunan metil grubu enzim yapisinda bulunan sistein grubuna aktarilir. Enzim

inaktif hale gelirken, bazin onarimi tamamlanmis olur (Sancar ve ark., 2004).
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2.4.2. Baz Eksizyon Onarim Mekanizmasi (BER)

Hatali bazin DNA yapisindan kesilip ¢ikartilarak uzaklastirilmasi islemidir.
Hatali baza 6zgiin DNA-glikozilaz enzimleri araciligiyla gergeklestirilir. DNA tek
zincir kiriklarinin  onarimi, primidin dimerleri, metilasyon sonucu olusan 5-
metilsitozin; oksidatif baz modifikasyonu sonucu olusan 8-HOdG ve diger okside
bazlar, deaminasyon sonucu olusan urasil ve diger deamine bazlar ile bunlarla hatali
sekilde eslesmis bazlarin DNA yapisindan uzaklastirilmasinda etkilidir. Replikasyon
oncesi hatalar diizeltilmedigi takdirde, hasar kalic1 hale gelir (Sancar ve ark. 2004,
Hakem 2008, Dizdaroglu 2015). Hatali baza 6zgiin DNA-glikozilaz enzimi baz ile
seker-fosfat grubu arasindaki glikozid bagi hidrolize eder ve abazik bolgeler olusturur.
Geriye kalan deoksiriboz 5’-AP endoniikleaz ile uzaklastirilir ve olusan bosluga uygun
niikleotid DNA polimeraz enzimi ile eklenir. DNA ligaz ile kesik uglar birlestirilerek
hata diizeltilir. Bu mekanizmanin kisa yolagidir ve tek bir niikleotidin diizeltilmesini
saglar. Cesitli polimeraz tiplerinin, farkli ligazlarin, replikasyon faktorlerinin ve
glikozilazlarin isin i¢cinde oldugu daha komplike bir yolak daha vardir. Bu yolaksa 2
ile 13 niikleotidlik hatali bolgelerin diizeltilmesine olanak saglamaktadir (Sancar ve
ark. 2004, Hakem 2008, Dizdaroglu 2015).

2.4.3. Niikleotid Eksizyon Onarim Mekanizmasi (NER)

DNA’da olusan ve daha genis alan1 kapsayan hasarlarin diizeltildigi onarim
mekanizmasidir. Pirimidin dimerleri, oksidatif hasar sonucu olusan 8-OHdG’ni, yanlis
eslesmis bazlarin ve biiyiik kimyasal hasarlarin onariminda etkindir. Hasarli bélgenin
oncesinden ve sonrasindan atilan ¢entiklerle ¢ikartilan oligoniikleotid (yaklasik 24-32
niikleotid) parcasinin i¢inde hatali bolge uzaklastirilir. Olusan bos alan, saglam
zincirdeki dizilise gére, DNA polimerazla yeniden sentezlenir, DNA ligaz yardimiyla
bolge birlestirilir (Sancar ve ark., 2004).

Hasarl1 bolgenin taninmasiyla baslayip; hasarin yer aldigi bolgede cift zincir
yapisinin agilip, hasarli bélgenin diizeltilmesine kadar ki isleyis esnasinda 30 dan fazla
farkli proteinin gorev aldigi tahmin edilmektedir (Sancar ve ark. 2004, Dizdaroglu

2015).
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2.4.4. Cift Zincir Kiriklarinin Onarim

DNA’da olusan ¢ift zincir kiriklarina, ROT, iyonize radyasyon ve ROT
meydana getiren kimyasallar neden olmaktadir. Cift zincir kiriklari, kromozom
anomalilerine neden olabilecek ya da hiicreyi 6liime siirlikleyecek derecede ciddi
sonuglar meydana getirebilmektedir. Cift zincir kiriklar1 ya homolog rekombinasyonla
(HR) ya da kirik uclarin homolog olmayan baglanmas1 (NHEJ) yoluyla onarilir. Hangi
yoldan hasarin giderilecegi ise hiicre dongiisiiniin hangi evresinde olunduguna baglidir
(Christmann ve ark. 2003, Dudas ve Chovanec 2004, Matos ve West 2014).

Homolog rekombinasyon, kirik uglarin uygun sekilde kesimiyle baslar (Sekil
6A). Daha sonra zincirler homolog oldugu kalip bdlgeye invaze olurlar. Zincirler
kaliba uygun sekilde sentezlenip ilerler ve gegici baglant:1 sekli olustururlar. Homolog
kaliba gore kirik uglarin niikleotid dizisi tamamlandiktan sonra gecici baglantilar DNA
niikleazlar yardimiyla ayrilir ve kirik zincir bolgeleri diizeltilmis olur (Christmann ve
ark. 2003, Dudas ve Chovanec 2004, Matos ve West 2014).

A B
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Rad$1
l XRCCA4
l DNA synthesis Ligase IV
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|
DNA ligation, branch migration
and resolution of Holliday junctions
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| 5 ) Y O

Sekil 6. DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyonu. A; kirik uclarin
homolog olmayan birlestirilmesi B (Christmann ve ark. 2003).
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Kirik uglarin homolog olmayan baglanmasinda ise, iki kirik ucun
baglanmasinda homolog bir kaliba ihtiya¢ yoktur. Birlestirme islemi hasarli DNA’da
ki iki kirik ucun tanimmmasi ve bu terminal bolgelere Ku70/Ku80 heterodimer
kompleksinin baglanmasiyla baglar (Sekil 6B). Baglanma asamasindan sonra,
kompleksin katalitik alt iinitesi (DNA-PKcs) DNA bagimli protein kinazi (DNA-PK)
aktive ederek bolgeye hasar onariminda etkili olacak proteinlerin gelmesini saglar.
Kirik uglarin birlestirilmesi tamamlaninca, ayni katalitik alt iinite degisime ugrar ve
DNA-PK’y1 defosforile ederek inaktif hale getirir (Christmann ve ark. 2003, Dudas ve
Chovanec 2004, Matos ve West 2014).

2.4.5. Capraz Baglarin Onarim

Capraz baglar, DNA tek ipligindeki niikleotidler arasinda ya da karsit iki
zincirdeki niikleotidler arasinda veya niikleotidle protein arasinda olusan kovalent
baglanmalardir. DNA niikleotid yapisinda modifikasyona ya da hasara neden olan
cesitli kimyasallar, kemoterapdtik ilaglar ve hiicresel olaylar sonucu olusan cesitli
ajanlar capraz baglarin olusum nedenleridir. Capraz baglar, mutasyondan ziyade
kromozomlarin yapisinda degisime sebep olmaktadir. Replikasyonun veya
transkripsiyonun durmasina ya da hiicre 6liimiine neden olabilirler (Sancar ve ark.
2004, Noll ve ark. 2006).

DNA’da olusan g¢apraz baglarin onarmminda, tek bir onarim mekanizmasi
yeterli olamamakta, diger onarim mekanizmalarinin birlikteligini gerektirmektedir.
Olusan c¢apraz bagin olusum nedeni ve sekline gbére onarmminin da degisiklik
gostermesinden dolay1 genellenebilir bir siireci kapsamamaktadir. Bununla birlikte
cogunlukla niikleotid eksizyon onarim mekanizmasi ile ¢ift zincir kiriklarinin
onariminda etkili olan homolog rekombinasyonun birlikte isleyisi s6z konusudur (Noll

ve ark., 2006).

2.4.6. Replikasyon Hatalarinin Onarimm

DNA replikasyonu esnasinda, dogru niikleotid eklenmesini saglayan DNA
polimeraz enziminin, hatali ekledigi niikleotidi taniyip diizeltme 6zelligi de vardir.
Ancak bu sekilde bile replikasyon kusursuz ger¢eklesmemektedir. DNA polimerazin

hata okumasindan kacan yanlis eslesmeler, yanlis eslesme onarim mekanizmas: ile
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diizeltilir. Bu mekanizma ile replikasyonun dogrulugu yaklasik 10%kez artirilmis olur
(Jakson ve Loeb 2001, Fijalkowska ve ark. 2012).

DNA replikasyonu esnasinda, kalip olan zincir gegici olarak dam-metilaz
enzimince metillenir. Bu zinciri baz alarak sentezlenen yeni zincir ise gecikmeli olarak
metillenir. Bu esnada yanlis esleme meydana gelmisse hata fark edilir ve bu bolge
cesitli enzimler yarimiyla ¢ikartilip, olusan bosluk doldurulup kapatilir. Bu onarim
mekanizmasi BER ya da NER gibi daha 6nceden olusmus hatalar1 degil, yeni olusmus
hatay1 diizeltmeye yoneliktir. Bu mekanizma ayrica programli hiicre 6liimiiyle de

iliskilidir (Stojic ve ark., 2004).
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2.5. DNA Hasarn Tespit Yontemleri

DNA nin niikleotid dizilerindeki veya diizenlenmesindeki kalici degisikliklere
mutasyon; DNA’da ve kromozomlarda olusan tiim hasarlara ise genel bir ifadeyle
genotoksisite denilmektedir. Mutasyona neden olan mutajenlerin tiimii genotoksik
etkiye de sahiptir, ancak genotoksik ajanlar mutajenik karakter tasimayabilmektedir.
Ote yandan mutajenler ve genotoksik ajanlar kansorojenik  Ozellikte
gosterebilmektedir (Benigni ve ark., 2013). Nitekim kaynagi ne olursa olsun DNA’da
meydana gelen hasarlarin artmis kanser riskini de beraberinde getirebildigi
bilinmektedir. Bu nedenle DNA hasarinin saptanmasi, kanser riskinin
degerlendirilmesinde ve kronik hastaliklarla birlikte diger faktorlerin neden oldugu
DNA hasarlarina yanitlardaki degisiklerin anlagilmasinda 6nem tagimaktadir (Collins
ve ark., 2014).
Gilniimiize kadar birgok genotoksisite testleri gelistirilmistir ve bu testlerden:
- Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemede,
- Yeni ilaglar ve kozmetik tiriinlerini test etmede,
- DNA hasari ile hastaliklar arasindaki olasi iligskinin aydinlatilmasinda,
- Kansere duyarlilifin ve takibinin yapilmasinda biyolojik izleme olarak
yararlanilmaktadir (Valverde ve Rojas 2009, Azqueta ve Collins 2013).
Genotoksisite testleriyle kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal
degisiklikler, gen diizeyinde olusan degisiklikler, cift zincir kiriklari, tek zincir
kiriklarr oksidatif hasar gibi DNA hasarlar tespit edilebilmektedir. Ancak bu giine
kadar gelistirilmis genotoksisite testleri, DNA’daki tiim hasarlar1 saptamada tek basina
yeterli degildir. Bu nedenle farkl: testler birbirlerinin tamamlayicisi ya da birbirlerine
entegre edilerek kullanilabilmektedir (Glei ve ark. 2007, Hovhannisyan 2010).

Komet yontemi (SCGE) ve mikro ¢ekirdek testi (MN) en yaygin kullanilan
genotoksik etkileri inceleme testleri olmakla birlikte; klasik sitogenetik testler olan
kromozom aberasyon testi (CA) ve floresan in-situ hibridizasyon (FISH) yontemi de
kromozom hasarlarim1  belirlemede kullanilan  genotoksisite testlerindendir
(Hovhannisyan 2010).

Bu testlerin birbirlerine gore avantajli ya da dezavantajli olduklar1 yonleri ve
ya smirlayici dzellikleri bulunmaktadir. Ornegin MN ve CA testleri hiicrelerin hiicre

siklusunun belirli bir asamasinda bulunmalarini zorunlu kilarken ve kromozom
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diizeyindeki hasarlar1 saptamaya elverisliyken; komet yonteminde hiicrelerin, hiicre
siklusunun belirli bir evresinde bulunmas1 gerekmemektedir ve DNA’da olusan zincir
kiriklarinin (tek-¢ift) sikligi hakkinda bilgi vermektedir. FISH yontemi ise sadece gen
diizeyindeki hasarlar1 aydinlaticidir. FISH, arastirilmak istenen bolgeye 6zgiin bir
probun (floresan boya isaretli niikleotid dizisi), denatiire edilmis DNA’nin tek
zincirindeki hedef bolgeyle hibrid olusturmasi sonucu ilgili bolgenin goriintiillenmesi
yontemidir. Farkli renkler olusturan problar yardimiyla ayn1 anda pek ¢ok bdlgenin
analizini yapmak miimkiindiir. Interfaz veya metafazdaki hiicrelerin kromozom
anomalilerinin (mikrodelesyon) ve spesifik niikleotid dizilerinin (gen mutasyonlari)
arastirilmasina imkan vermektedir. Kemik iligi, lenfosit, fibroblast, sperm gibi ¢ok
farkli hiicrelerde ve dokularda giivenilir sekilde uygulanabilmektedir. Ancak diger
kromozom analizlerden farkli olarak sayisal ve yapisal (translokasyon, delesyon,
duplikasyon ve inversiyon) anomalilerin tespitine olanak vermemektedir (Eid ve
Temtamy, 2013).

Mikro c¢ekirdek (MN) testi, kromozom diizeyindeki DNA hasarlarinin
tespitinde kullanilan bir tarama testidir. Tam kromozom kayiplarinin ve kromozom
kiriklarinin ~ saptanmasina olanak verir. Kromozomlarin yapisal ve sayisal
anormalliklerinin detayl analizini miimkiin kilmamakta, dolayli olarak MN’ye neden
olan cekirdek kromatin kaybini1 gostermektedir. Yontem, hiicre bdliinmesi sirasinda
sitokinezin durdurulmasina bagli olarak, hiicre siklusu sonunda ¢ift cekirdekli
(biniikleat) goriinen hiicreler arasinda, MN bulunduran hiicreleri tespit etmeye
yoneliktir. MN olarak adlandirilan yapilar, DNA kiriklarindan ya da replikasyon
hatalarindan kaynaklanabilir. Bir veya birka¢ kromozom parcalar1 ya da biitiin bir
kromozom MN goriintiisii verebilir. Bu yapilar ¢ekirdek boliinmesinden sonra kardes
biniikleata dahil olmazlar sitoplazmada ayr1 olarak kalirlar veya niikleer baglantilar ya
da niikleer ¢ikintilar olarak gézlemlenebilirler (Fenech 2007, Fenech ve Bonassi 2011,
Eid ve Temtamy 2013, Speit 2013, Nersesyana ve ark. 2016).

Alkali komet yontemi, DNA’da olusan tek zincir kiriklari ile DNA’da ki abazik
bolgeler gibi kararsiz alkali bolgelerin tespit edilmesine olanak veren oldukca duyarli,
hizli, ¢ok yonlii, maliyeti diisiik; genotoksisitenin belirlenmesinde ve biyolojik izleme
olarak yaygin kullanilan, giivenilirligi yiiksek DNA hasari tespit yontemidir (Collins
2004, Azqueta ve Collins 2013).
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Niikleusu olan hemen hemen tiim tip hiicrelerin tek tek analizinin yapilmasini
miimkiin kilmasi, hiicrelerin hiicre siklusunun belirli bir asamasinda olmasini
gerektirmemesi, birkag¢ saat icinde sonug¢ vermesi DNA’da olusan hasar1 saptamada
yiiksek duyarliliga sahip olusu, yontemde yapilan bazi modifikasyonlarla baz
hasarlarinin ve DNA onarim kapasitesinin saptanabilmesine imkan vermesi, elde
edilen sonuglarin kabul edilebilirliginin yiiksek olusu gibi nedenler yontemin
avantajlaridir. Yontemin uygulanmasi sirasinda olasi degisikliklere (1s1k, sicaklik vb.)
bagli olusan DNA hasarlarina da duyarli olusu; DNA’da meydana gelen aslinda gegici
olabilecek hasarlar1 da saptanmasi; DNA’da capraz baglarin olmasi durumunda
kuyruga go¢ eden DNA miktarinda azalma olmasi gibi faktorler ise yoOntemin
eksileridir (Dusinska ve Collins 2008, Azqueta ve Collins 2013, Collins ve ark. 2014).

Alkali komet yontemi, ince agaroz kapli lam {izerine hiicrelerin gomiilmesi
sonrasi hiicre membrani ve histonlar gibi yapilarin lizizle uzaklastirilmasi ardindan
DNA’nin yiiksek alkali inkiibasyonu ve elektroforezi sonucu hiicrelerin floresan
boyamayla goriiniir hale getirilmesine dayanmaktadir. Floresan boyama sonrasi,
DNA’da ki hasarin siddetine gore, kirik bolgelerin gogii nedeniyle hiicrelerde kuyruk
olusumu ortaya ¢ikar ve hiicre kuyruklu yildiza benzer bir goriiniim alir. DNA’nin
saglam kismi ise kuyruga go¢ etmeyerek bas bolgesinde kalir. Elde edilen goriintiilerin
gorsel veya bilgisayar programiyla analizi ise hiicre bazinda DNA kiriklar1 ve kararsiz
alkali bolgelerin siklig1 hakkinda bilgi verir. Gorsel analiz i¢in her 6rnekten 100 hiicre
sayilir ve sayim asamasinda hiicreler bas ve kuyruk goriiniimiine gére 0-4 arasinda
derecelendirilir. 0: Hi¢ yiirimenin olmadigi, kuyruk olusumu goézlenmeyen ve
muntazam ¢ekirdekli hiicreyi yansitirken; 4: Oldukea kiigiik basl ve uzun kuyruklu
bir hiicreyi ve 4. dereceden yiiriimenin gozlendigini ifade eder. 0 ile 4. derece yiirlime
arasinda kalan kuyruk uzunluklari ve bas goriiniimleri, 1-2-3 olarak derecelendirilir
(Sekil 7). Sayim islemi bittikten sonra her 6rnek i¢in asagidaki formiilde belirtilen
sekilde total arbitrary unit (AUT) hesaplanir ve 0-400 (hepsi saglam- hepsi zarar
gormiis) arasi bir deger elde edilir. Elde edilen AUt degeri 6rnekteki DNA zincir
kiriklarinin ve alkali kararsiz bolgelerin toplam miktarin1 yansitir (Collins ve ark.

1995, Collins 2004, Valencia ve ark. 2011).
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AUT=NogXO0O+NiX1+N2X2+N3X3+NsX4

(No: 0 puan alan hiicrelerin sayisi; N1: 1 puan alan hiicrelerin sayisi; N2: 2 puan alan

hiicrelerin sayisi; N3: 3 puan alan hiicrelerin sayisi; Na: 4 puan alan hiicrelerin sayisi)

Sekil 7. 50 ul H20- ile muamele edilmis mononiikleer hiicrelerin alkali komet
yontemi jel goriintiisii. A: 0 derece yiiriime olan hiicre; B: 1. derece yiiriime olan hiicre;
C: 2. derece yiiriime olan hiicre; D: 3. derece yiirlime olan hiicre; E: 4. derece ylirlime

olan hiicre.

Bilgisayar programlar1 yardimiyla yapilan analizler ise gorsel analize nazaran
oldukca zaman alic1 bir analiz yontemi olmakla birlikte, gorsel analize kiyasla daha
objektif veriler elde edilmesine ve oldukga farkli parametrelerin 6lgiimiine olanak
vermektedir. Analiz floresan boyama sonrasi elde edilen goriintiilerin fotograflarinin
programa aktarimiyla baglar. Ardindan hiicreler kullanilan programa gore ya tek tek
manuel olarak isaretlenir ya da program hiicreleri otomatik seger ve isaretler. Hiicre
baslangicindan sonuna kadar varsa kuyrugun bittigi alan1 da kapsayacak sekilde
isaretlenir ve hiicrenin bas kismi belirlenir. Bu islemlerden sonra program isaretli alan

icindeki piksel yogunluguna gore kuyrugu olusturan DNA yiizdesi (0DNAU), kuyruk
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momenti ve kuyruk uzunlugu gibi ¢esitli parametreleri 6lcer. Olgiilen parametrelerden
%DNALt zincir kiriklariin ve alkali bolgelerin sikligini yansitir. DNA’daki kirik ve
alkali bolge ne kadar fazlaysa floresan yogunluk bas yerine kuyruk bolgesinde olur.
%DNALt doz yanit iligskisini yansitma bakimindan diger parametrelerden istiindiir
(Glei ve ark. 2007, Dusinska ve Collins 2008, Azqueta ve Collins 2013, Collins ve ark.
2014, Gyori ve ark. 2014).

RA’ya sebep olan etiyolojik ajan tanimlanamadigi gibi hastaligin patogenezi
de tam olarak ortaya konulamamistir. Mevcut tedavilerse hastaligin seyrini
yavaglatmakta yetersiz kalabilmekte veya tedaviden beklenen sonuglari elde etmek her
hasta i¢in miimkiin olamamaktadir. Bu durum hastaliktan muzdarip bireyleri farkli
arayislara sevk edebilmektedir. Oldukca popiiler olan ozon terapisi, etkinligi ve
giivenirligi kanitlanmis bir yontem olmamasina ragmen, RA’l1 hastalarinda dahil
oldugu, oldukga c¢esitli hasta gruplarmma tedavi ya da tedaviye destek amaciyla
uygulanmaktadir. 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 iriinleri ile hidrojen peroksitin
DNA hasarina yol agabilecegi goz ardi edilmemelidir. Ote yandan RA’l1 hastalarda
oksidatif stresin ve oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin artabildigi, hastalarin
antioksidan diizeylerinin azalabildigi ve hastaligin kanser riskinde artisa neden
olabildigi bilinmektedir. Tiim bunlar géz 6niinde bulunduruldugunda RA’11 hastalara
ozon terapisi uygulanmasi, umulanin aksine, olumsuz sonuglar dogurabilir.

Planlanan bu caligmanin amact RA’l1 hastalarda oksidatif DNA hasarini ve
hastalardan alinan kan orneklerine ozon uygulanmasinin DNA hasaria neden olup

olmadigini incelemeye yoneliktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GERECLER
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

8-OHdG ELISA Kiti
Sodyum sitrat

SYBR-Gold niikleik asit jel boyasi
Tripan mavisi
Ficoll
DMSO
EDTA
Ultra saf tris
NaOH
NaCl
N-Lauryl sarcosine sodyum tuzu
PBS
HCI
H20:
Ethanol
LMA
NMA
Triton X-100
TE-buffer
3.1.2. Kullamilan Arac¢ ve Geregler
Yatay elektroforez tanki
Gii¢ kaynagi
Sogutmal1 santrifiij
Normal santrifiij
Floresan mikroskobu
Isik mikroskobu

Yazilim

Bioassay Technology Loboratory Kit (Cat.No E1436Hu )

(Medipac)

(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)

(Thermo scintific owl, easy cast)

(Thermo scintific owl, OSP300-2Q)

(Hettich Universal 320R)

(Niive)

(Zeiss Axioskop)

(Zeiss)

(Komet 5, Kinetic Imaging Ltd,

Liverpool, UK / Comet Score 15, Tritek
Corp., ABD)
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Absorbance microplate okuyucu
Microplate strip washer

Dijital hassas terazi
Manyetik karistirici
Manyetik balik
Vorteks

Distile su cihazi
Deiyonize su cihazi
Ozon jeneratorii

Su banyosu
Buzdolabi

Derin dondurucu
Derin dondurucu
Eppendorf tiipleri
Falcon Tiipti
Vakumlu jelli tiip
Lokosept tiipii
Latex free enjektor

Plastik pastor pipet

Avyarlanabilir mikropipetler

Pipet Uclar

Lamel

Buzlu, rodajli lam
Hemositometre

Lam saklama kutusu
Beherler

Mezur

Erlen

Dikey cam saleler

Nitril eldiven

(ELx808IU)
(ELx50)
(Sartorius)
(Istticil)

(Biiytik, kiiciik, orta boy)

(Sartorius)

(Turkozone Blue)

(+4°C)

(-20 °C)

(-40 °C)

(2ml)

(15 ml)

[BD vacuteiner (8,5 ml)]

(14 ml)

(20 ml)

(3ml)

[Ependorf, Thermo (0-10ul; 20-200ul;
100-1000ul)]

[Capp (0,1-10p1; 20-200ul; 100-
1000ul)]

(24x50-20x20)

(Lamtek)

(Isotherm)

(Isolab)

[Isolab (1000, 800, 500 ml’lik)]
[Isola (1000, 500, 250, 50, 25 mI’lik)]
[Isolab (1000, 500, 250,100, 50 m1’lik)]
(Isolab)
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Fosfat Tampon Cozeltisi

Sigma d5652 markali Ca*? ve Mg*? icermeyen kimyasaldan 4,8 g 500 ml d-
H20 igerisinde coziilerek hazirlandi. Hazirlanan c¢ozelti +4 °C’de muhafaza edildi.

Haftalik olarak hazirland.

3.1.3.2. Lizing Cozeltisi

2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 200 mM NaOH ve 750 ml d-H20
ile hazirlanan karisima %1 sodyum lauril sarkosin ilave edildi. Kimyasallarin
manyetik karistirict yardimiyla ¢oziilmeleri saglandiktan sonra stok liziz ¢dzeltinin
pH’s1 10’a ayarlandi, hacmi 890 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti oda
sicakliginda saklands. iki haftada bir tazelendi. Kullanilacag zaman %21 Triton-X 100
ve %10 DMSO ilave edilerek soguk olarak kullanildi.

3.1.3.3. Elektroforez Cozeltisi
10 mM stok NaOH

40 g NaOH ve 100 ml d-HO ile hazirlandi. Hazirlanan stok +4 °C’de muhafaza
edildi. Stok haftalik olarak hazirlandi.
200 mM Stok EDTA

3,7 g EDTA ve 50 ml d-HO ile hazirland1. Hazirlanan stok +4 °C’de muhafaza
edildi. Iki haftada bir stok yenilendi.

Elektroforez ¢ozeltisi kullanilacag: giin taze olarak hazirlandi ve soguk olarak
kullanildi. 1500 ml elektroforez ¢ozeltisi 7,5 ml EDTA stok ¢ozeltisi, 45 ml NaOH
stok ¢ozeltisi ve 1447,5 ml d-H20 ile hazirlandi. Cozeltinin pH’s1 13,1°den biiyiik
olacak sekilde ayarlandi.

3.1.3.4. Notralizasyon Cozeltisi

48,456 g tris ve 1000 ml d-H20 ile hazirlanan 0,4 M nétrallizasyon ¢6zeltisinin
pH’s1 HCl ile 7,5’e ayarlandi. Cozelti oda sicakliginda saklandi ve oda sicakliginda
kullanild1. Iki haftada bir yeni ¢dzelti hazirlandi.
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3.1.3.5. SYBR-Gold Caozeltisi
Invitrogen S11494 markali kimyasalin stok ¢ozeltisinin 1 ul’si 10 ml TE-buffer
ile seyreltilerek ara stok hazirlandi. Ara stok ¢ozeltisi +4 °C’de muhafaza edildi. Oda

sicakliginda kullanildi.

3.1.3.6. Diisiik Erime Noktalh Agar ( LMA)
375 mg LMA 50 ml PBS iginde mikrodalga firin yardimiyla tamamen

cozdiiriilerek hazirlandi. %1°lik agar sicakken ependorf tiiplere paylastirildi ve +4
C’de muhafaza edildi.

3.1.3.7. Normal Erime Noktali Agar (NMA)
500 mg NMA 50 ml d-H20 iginde mikrodalga firin yardimiyla tamamen
cozdiiriilerek hazirlandi. %1,25°1ik agar sicak olarak, methanolden gegirilmis rodajli

lamlarin kaplanmasinda kullanildu.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi

Bu tez, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU) Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu Bagkanliginin 05.08.2015 tarih ve 13-24 sayili karar1 ve izni ile
yiiriitiilmiis; TYL-2015-706 numarali kod ile Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda desteklenmistir.

Calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigince takibi yapilan RA tanili goniillii 32 hasta ile
yas ve cinsiyet bakimindan RA grubuyla eslestirilmis saglikli goniilli 31 kisi ile
yapild.

Goniilliiler oncelikle ¢alisma hakkinda bilgilendirildi. Goniillii olarak bu
calismaya katilmay1 kabul edenlere bilgilendirilmis goniillii olur formu imzalatildi.
Oluru alinan tiim goniilliiler i¢in demografik veriler, yasam sekilleri, mevcut sistemik
hastaliklar ile RA’l1 hastalarin kullandig1 tedavi ve eklem muayene bulgularini iceren
goniillii veri formu dolduruldu. Form doldurma isleminin ardindan deneysel amagh

analizler i¢in kan 6rnekleri alindi.

3.2.1.1. Cahsmaya Dahil Edilme Kriterleri
Hasta grubuna dahil edilme kriterleri
- RA tanis1 almis olmak
- RA disinda, bagka herhangi bir otoimmiin hastaligin bulunmamasi.
- Sistemik inflamatuar hastaligin olmamasi.
- Herhangi bir kanser tanis1 almis olmamak.
- Calismaya goniillii olarak katilip kan 6rnegi verecegine dair onay belgesini
imzalamis olmak.
Kontrol grubuna dahil edilme kriterleri
- Herhangi bir otoimmiin hastaligin olmamasi
- Sistemik inflamatuar hastaligin olmamasi.
- Herhangi bir kanser tanist almig olmamak.
- Calismaya goniillii olarak katilip kan 6rnegi verecegine dair onay belgesini

imzalamis olmak.
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3.2.1.2. Cahismaya Dahil Edilmeme Kriterleri
Hasta grubuna dahil edilmeme kriterleri
- RAile birlikte baska herhangi bir otoimmiin hastaligin bulunmasi.
- Sistemik inflamatuar hastaligin olmasi.
- Herhangi bir kanser tanis1 almis olmak.
Kontrol grubuna dahil edilmeme kriterleri
- Herhangi bir otoimmiin hastaligin bulunmasi.
- Sistemik inflamatuar hastaligin olmasi.

- Herhangi bir kanser tanist almig olmak.

3.2.1.3. Cahismadan Cikartilma Kriterleri

Calismaya katilmay1 baslangicta kabul etmesine ragmen, kan alimi, olur
belgesinin imzalanmasi veya form doldurma asamalarinin herhangi birinde ¢aligmaya
katilmaktan vazgecenler ile kan 6rnekleri alindiktan sonra arastirmaya devam etmek

istemeyenler ¢alismadan ¢ikartilmistir.

3.2.1.4. Hastalik Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismaya katilan RA’l1 hastalarin hastalik aktiviteleri Hastalik Aktivite
Indeksi [Disease Activity Score (DAS28)] ile belirlendi. DAS28 degerinin
hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi. Hesaplama i¢in gerekli olan hastalarin
sis ve hassas eklem sayilar1 uzman doktor tarafindan yapilan muayeneyle belirlendi ve
hastalarin ayn1 donemde bakilmis CRP (C-reaktif protein) degerleri sistemden elde
edildi.

DAS28-CRP = (0,56.VHassas eklem sayis1) + (0,28.NSis eklem sayist) + [0,36. In
(CRP degeri +1)] + (0,014. hastanin genel saglik durum puani) + 0,96]

DAS28-CRP degerinin 2,6’dan diisiik ¢ikmasi durumunda hastanin
remisyonda oldugu kabul edildi. DAS28-CRP degerinin >2,6 ve < 3,2 olmasi diisiik
hastalik aktivitesi; DAS28-CRP degerinin >3,2 ve <5,1 bulunmasi orta hastalik
aktivitesi, DAS28-CRP degerinin >5,1 olmasi ise yiiksek hastalik aktivitesi olarak
degerlendirildi.
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3.2.2. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Hasta ve saglikli goniilliilerin her birinden deneysel amaglt analizler i¢in steril
enjektor yardimiyla 20 ml ven6z kan 6rnegi alindi. Alinan kanlarin 9 ml’si, 1 ml
%3,8’lik sodyum sitrat iceren falcon tiipe aktarildi. 5 ml’lik kism1 ozonlanarak, 5
ml’lik kismiysa ozonlanmadan aymi giin COMU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Laboratuvarinda alkali komet yontemiyle ¢alisildi. Alinan kanlarin kalan kisimlari ise
serum ayirmada kullanilan jelli tliplere aktarilarak, 8-OHdG analizinde kullanilacak
serumlarin ayrilmasi i¢in, COMU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyokimya

Laboratuvarina gétiiriildii. Elde edilen serumlar ¢alisilincaya kadar - 40°C’ta saklandh.

3.2.3. Kan Orneklerinin Ozonlanmasi

Sitratlanmig kanin 5 ml’si lateks icermeyen, ozona dayanikli 6zel enjektore
alindi. Ayni nitelikteki baska bir enjektore ise ozon cihazindan 50 pg/ml yogunlukta 5
ml tibbi ozon gazi alindi. Ozon igeren enjektor ile sitratlanmis kan igeren enjektorler
ic yollu musluk yardimiyla birbirine baglandi ve gazin tamami kan iceren enjektore
aktarildi. Islem tamamlandiktan sonra musluk kapatildi. Kanla ozonun tam temas edip,
gazin iyice ¢0ziinebilmesi i¢in enjektor yavasca alt tist edildi. Ozonlama isleminin tiim
basamaklari, hasta ve saglikli goniillillerden alinan kanlara ayni sekilde uygulandi.
Cihazdan enjektore alinan gazin disari sizmasmi onlemek i¢in, dolum sonrasi ve
musluga baglanma asamasi esnasinda enjektér ucu yere dik pozisyonda tutuldu.
Islemler seri sekilde gerceklestirildi. Giinde dért goniilliiyle calisildi ve kanlarin
ozonlanmasi ayni anda yapildi. Ozonlama isleminden 15-20 dakika sonra alkali komet

analizine baslandi.

3.2.4. Alkali Komet Yontemi
3.2.4.1. Lamlarin Hazirlanmasi

Lamlar NMA ile kaplanmadan 6nce metanolle yikandi ve kurutuldu. Ardindan
mikrodalga firin yardimiyla hazirlanan sicak %1,25’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. ki haftada bir yeni

agar kapli lam hazirlandi.
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3.2.4.2. Periferal Kan Mononiikleer Hiicrelerinin Ayristirilmasi

Lokosit ayirma tiipiine oda sicakliginda 3 ml ficol eklendi. 2500 rpm’de 30
saniye santrifiijlenerek ficoliin seperatoriin altina inmesi saglandi. Santrifiij 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 (Sekil 8) 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 iglemi {i¢
kez tekrarlandi. Yikama islemi sonunda hemositometre yardimiyla hiicre sayimi
yapild ve hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Ayristirma islemi
stiresince, hiicrelerin canliliklarin1 kaybetmemesi igin, tiipler buz lizerinde tutuldu.

Pozitif kontrol olarak 50 uM’lik H202 ¢ozeltisi kullanildi.

—— Plazma, trombosit

Kan —r— Lenfosit, monosit
—— Ficol

— Seperatér —— Seperator

Ficol

Grandulosit
— Ficol

Eritrosit

Sekil 8. Periferal kan mononiikleer hiicrelerinin ayrigtirilmasi.

3.2.4.3. Tripan Mauvisi Testi

Kisa donemde olusan sitotoksik etkileri incelemek ve degerlendirme
esnasindaki Olii hiicreleri saptamak i¢in tripan mavisi testi yapildi. Test i¢in,
mononiikleer hiicre siispansiyonundan ve %0,4’liik tripan mavisinden 10 ul bos
mikrotiipe konuldu, homojen olarak karistirildi. Boyanin etki etmesi i¢in 2 dakika
beklendi. Karigtmin 10 pl’si tizerine lam kapatilmis hemositometrenin sayim alanina
damlatildi. Sayim alan1 20X biiylitmede 151k mikroskobunda degerlendirildi. Sayim
alanindaki dort biiyiik karedeki 6lii (mavi renk) ve canli (parlak goriinen) hiicreler

sayildi. Islem tiim ornekler icin yapildi. Sayim sonunda canli hiicre yiizdesi ve
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mililitredeki canli hiicre sayisi hesaplandi. Canlilik oranin %95 oldugu verisine
ulasild1 ve hiicre yogunlugu alkali komet yontemi igin 1x10° hiicre/ml olacak sekilde

ayarlandi.

3.2.4.4. Mononiikleer Hiicrelerin Lama Yayilmasi

Onceden hazirlanmis ve ependof tiip icinde +4 °C’de muhafaza edilen LMA
sicak suda sivi hale getirildi. +37 °C’deki su banyosuna konularak sicaklig
dengelendi. Bos ependorf tipe 140 pul LMA ve 40 pl mononiikleer hiicre
siispansiyonundan konularak homojen olarak karistirildi. Karisimdan 70’er pl,
onceden NMA kaplanmig lamin iki ucuna yavas¢a damlatildi, damlalarin {izerine
20X20’lik lamel kapatilarak yayilmalari saglandi. Lamlar 5 dakika +4 °C bekletilerek
agarin katilagsmasi saglandi ve sonra lameller lamlarin tizerinden agari1 bozmayacak

sekilde yavasca alind1.

3.2.4.5. Mononiikleer Hiicrelerin Lizizi

Lamlar taze hazirlanmisg ve sogutulmus liziz ¢Ozeltisi iceren, aliiminyum
kaplanmis cam salelere yerlestirildi ve +4 °C’deki buzdolabinda 60 dakika bekletildi.
Hidrojen peroksitle muamele edilmis hiicrelerin yayildigi lam liziz ¢ozeltisi igeren

petri kabinda 60 dakika bekletildi.

3.2.4.6. 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.
Siire bitiminde 300 mA, 25 V’luk elektriksel alanda 20 dakika yiiriitme islemi

gerceklestirildi. Islemin tamami1 soguk ve karanlik ortamda yapild.
3.2.4.7. Notralizasyon

Bir pens yardimiyla tanktan c¢ikarilan lamlar cam saleye alindi. Olusan

kimyasal reaksiyonu sabitlemek, fazla tuz ve deterjan1 uzaklagtirmak amaciyla lamlar
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pH’s1 7,5 olan nétralizasyon tamponunda 15 dakika karanlikta, oda sicakliginda

bekletildi. Siire bitiminde lamlar distile suyla yikandi.

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

gece kurutuldu. Ertesi glin lam saklama kutularina kaldirildi.

3.2.4.9. Boyama
Lam tizerinde hiicrelerin gomiilii oldugu her iki kismada 50 pl 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.

3.2.4.10. Fotograf kaydetme

Floresan mikroskobunda 10x biiylitmede goriintiilenen kometlerin fotograflari
cekildi ve “bmp” formatinda kaydedildi. Cekim lam basindan sonuna kadarki alanin
orta hattindan ilerlenerek hiicrelerin gomiilii oldugu her iki alandan da ardisik sekilde,
toplamda en az 6 fotograf (hiicrelerin gomiilii alanlarinin baglangi¢ ve bitis kisimlari

harig tutularak) olacak sekilde yapildi.

3.2.4.11. Degerlendirme

Fotograflar bilgisayar ortaminda Tritek CometScore Freeware 1.5v analiz
programiyla degerlendirildi (Resim 1 ve 2). Tiim drneklerden en az 100 komet manuel
isaretlenerek skorlandi. Skorlama esnasinda hidrojen peroksitle muamele edilen

orneklerden ise 50 hiicre skorlandi. Olgiilen %DNAt, DNA hasarinin gostergesi olarak
kabul edildi.
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B TiiTek CometScore™ Freeware v1.5 - 5%
File Edit View Settings Help

Free comet ing software brought fo you by

Software initialized and ready for use..

Resim 1. Tritek CometScore Freeware 1.5v bilgisayar programi ana ekran goriintiisii.

B TriTek CometScore™ Freeware v1.5 = X
File Edit View Settings Help

10000
oM:0000

Cutoff
29

< >
Scoring comet and exporting to D:\Google Drive\2. Tez Projesi(BAP-706)\COMET SCOR\COMET FOTOLARI ORLAMASI BITENLER( SAYILANLAR FOTO)\(61)\61A\61A-SCORE..tt

Resim 2. 61 numarali goniilliniin kometlerinin skorlanmasi esnasinda kaydedilen

ekran goriintiisii.

Yontemin tiim basamaklar1 ve analiz tek bir analist tarafindan ayni sekilde
gergeklestirilerek yontem basamaklarindaki ve skorlamadaki olas1 degiskenlik en aza
indirildi.
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3.2.5. Serumda 8-OHdG Miktarmin Olgiimii
Oksidatif hasarin gostergesi olan 8-OHdAG’nin serumdaki miktarini 6lgmek igin
calismada Bioassay Technology Loboratory Kit (Katalog no: E1436Hu ) kullanildi.
Sandwich tipte bir ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) kiti olan
Bioassay Technology Loboratory ELISA Kiti ile serumdan 8-OHdG diizeyi Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda yapildi.

Calismaya baslamadan 6nce -40 °C de saklanan 6rnekler 10-20 dakika oda
isisina gelene kadar bekletildi ve ardindan 20 dakika 2000-3000 rpm’de santrifiij
edildi.
1-Oncelikle kuyucuklar, 20X yikama soliisyonu, &rnek diliient antibody diluent, HRP
konjugat diliient, TMB substrat soliisyonu ve stop sollisyonu oda 1sisina getirildi.

2-Ornek diliienti ile standartlar Tablo 2 ve Sekil 9 belirtildigi gibi hazirland.

Tablo 2. ELISA standartlarinin hazirlanmasi

Standard Numarasi Icerik Yogunluk
5 (S5) 120 pl Original Standard + 120 ul Standard 64 ng/ml
4 (S4) 120 pl S5 + 120 pl Standard diluent 32 ng/ml
3(S3) 120 pl S4 + 120 pl Standard diluent 16 ng/ml
2 (S2) 120 pl S3 + 120 pl Standard diluent 8 ng/ml
1(S1) 120 ul S2 + 120 ul Standard diluent 4 ng/ml

Sekil 9: 8-OHAG ELISA standartlarinin hazirlanmasi
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Bes tane propilen tiip sirasi ile 64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml ve 4 ng/m olarak
etiketlendi. Yukarida da gorildiigii gibi 5.standarttan 1.standar da kadar standart
diliientle diliisyonlar yapildi. Bu igslem son tiipe kadar tekrarlandi.

3-Hazirlanan standartlardan 50 pl daha 6nceden ticari olarak 8-OHdG ile kaplanmis
standart kuyucuklara ytiklendi.

4-Ornek kuyucuklarina 40 pl érnek eklenip iizerine 10 pl anti-8-OHDG antibody
eklendi. Kor kontrol kuyucuguna dokunmadan hem o6rnek kuyucuklarina hem de
standart kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Karistrildi ve 37°C de 60
dakika inkiibe edilmek lizere plate tizeri plate koruyucu ile ortiildii.

5-Wash buffer ile plaka 5 kez yikandi. Ornekteki 8-OHdG’ye baglanmis antikorlarin
kuyucuklardan uzaklagmasi saglandi. Kuyucuklarda bulunan 8-OHdG’ye bagli olan
antikorlarin ise kuyucuklarda kalmasi saglandi.

6-Her bir kuyucuga once 50 pl substrat A soliisyonu ve sonra 50 ul substrat B
soliisyonu eklendi. Karanlikta 37°C de 10 dakika plagin tizeri kapatilarak inkiibe
edildi.

7- Her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek mavi rengin yesile doniisii
gozlendi.

8- Stop soliisyonunun eklenmesinden sonra 30 dakika i¢inde 450 nm’de mikroplate
okuyucu kullanilarak her bir kuyucuk i¢in absorbanslar OD (Optik dansite ) ile
saptand1. Ornekteki 8-OHdG konsantrasyonunun tespiti igin, hazirlanmus “kalibrasyon

egrisi” kullanildi. Sonuglar mililitrede nanogram (ng/mL) olarak ifade edildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Aragtirmanin verileri SPSS 20.0 istatistik programina aktarilmis olup veri
kontrolii ve analizi bu programda yapildi. Saymmla belirtilen degiskenlerin
gosterilmesinde sayilar, olctimle belirtilen degiskenlerin gosterilmesinde ortalama,
standart sapma ve minimum-maksimum degerler kullanildi.

Istatistiksel karsilastirmalarda iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik testi,
ki Es Arasindaki Farkin Onemlilik testi, Mann-Whitney U testi, Ki-Kare testi ve
Fisher'in kesin diizeltmesi kullanild. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Katihmcilarin Demografik Bilgileri ve Bireysel Davranislar:

Calismaya katilan RA tanili goniilliiler ile kontrol grubunda yer alan
goniilliilerin viicut kitle indeksleri (VKI) géniillii veri formunda yer alan veriler
dogrultusunda kilogram cinsinden agirligin, metre cinsinden boyun karesine boliimii
formiiliiyle hesaplandi.

Calismaya katilan 32 hasta goniillii ile kontrol grubunda yer alan 31 goniilliiniin
yas, cinsiyet ve VKI’sinin karsilastirilmasinda anlamli farklilik gdzlenmedi. Benzer
sekilde hasta ve kontrol grubunda yer alan katilimcilarin sigara kullanimi ve egzersiz

yapma aligkanliklari arasinda da anlamli farklilik ortaya ¢ikmadi (Tablo 3).

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik bilgiler ve bireysel davranislar.

Sigara i¢me

Cinsiyet Durumu Egzersiz
GRUP Yas VKi (Kg/m?) Kadin Erkek Igiyor I¢miyor Yapiyor Yapmiyor
46,32+10,62  26,48+3,86
Kontrol 030" (lssoacey 1 12 11 20 4 27
Hasta 51,44+13,62  27,03+4,36 o5 7 8 24 5 27

(30-84)  (18,44-37,18)

Degerler yas ve viicut kitle indeksi (VK1) igin ortalama + standart sapma ve minimum-

maksimum; cinsiyet, sigara igme durumu ve egzersiz i¢in kisi sayis1 olarak verilmistir.

4.2. Romatoid Artritli Hastalarin DAS28 Degerlerine Gore Dagilim

Calismaya katilan RA’l1 hastalarin ortalama DAS28 degeri 2,91+1,30 (1,2-7,3)
olarak hesaplandi. Hastalarin 14’iiniin DAS28 degeri <2,6 bulundu ve bu hastalar
remisyonda kabul edildi. Hastalarin 8’1 diisiik hastalik aktivitesine (DAS28 degeri >2,6
ve < 3,2 ), 81 ise orta hastalik aktivitesine sahipti (DAS28 degeri >3,2 ve < 5,1).
Sadece 2 hastanin hastalik aktivitesi yiiksekti (DAS28 degeri > 5,1).
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4.3. Romatoid Artrit ve Oksidatif DNA Hasar

Oksidatif DNA hasarinin gostergesi olan 8-OHdG diizeyleri hasta grubunda
35,89+30,80 (1,64-112,05), kontrol grubunda ise 51,89+43,06 (4,14-199,55) bulundu.
Her iki grubun 8-OHdG diizeylerinin karsilastirilmasinda anlamli farklilik goriilmedi
(Sekil 10).
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Kontrol Hasta

Gruplar

Sekil 10. Hasta ve kontrol grubunun 8-OHdG degerlerinin karsilastirmasi. 8-
OHdG: 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin. ~ Siitunlar ortalamatstandart sapmay1

gostermektedir.
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4.4. Hastahk Aktivitesi ve Oksidatif DNA hasar

DAS28 degeri 2,6’dan kiigiik olan ve remisyonda oldugu kabul edilen 14 hasta
ile DAS28 degeri 2,6 veya 2,6’dan biiyiik olan ve aktif hastalik déoneminde oldugu
kabul edilen 18 hastanin 8-OHdG diizeyleri [32,66+30,69 (1,64-111,78) ve [38,40+31
(1,70-112,05)] arasinda anlamli farklilik gézlenmedi (Sekil 11).
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DAS28<2,6 DAS28 22,6
Hastalik Aktivite indeksi

Sekil 11. Hastalik Aktivitesine gore 8-OHdG degerlerinin karsilagtirilmasi. 8-OHdG:
8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin. DAS28:Hastalik Aktivite Indeksi (Disease Activity
Score). Siitunlar ortalamatstandart sapmay1 géstermektedir.
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4.5. Romatoid Artrit ve DNA Hasan

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen kan mononiikleer hiicrelerinin komet
goriintiilerinin analiz edilmesi neticesinde %DNAt degeri hasta grubunda 5,05+1,67
(2,53-11,34), kontrol grubunda ise 5,09+1,52 (2,76-10,09) bulundu. Iki grubun
%DNAt degerlerinin karsilastirilmasinda ise anlamli farklilik gézlenmedi (Sekil 12).

% DNAt
=Y

Kontrol Hasta

Gruplar

Sekil 12. Hasta ve Kontrol grubunun mononiikleer hiicre DNA hasarlarinin
karsilagtirmasi.  %DNAt:  Kuyrugu olusturan DNA  yiizdesi.  Siitunlar

ortalamatstandart sapmay1 gostermektedir.
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4.6. Hastalik Aktivitesi ve DNA Hasari

DAS28 degeri 2,6’dan kiiciik olan remisyondaki hastalar ile aktif hastalik
donemindeki hastalarin (DAS28 degeri 2,6 veya 2,6’dan biiyiik olan hastalar) kan
orneklerinden ayristirilan mononiikleer hiicrelerin komet goriintiilerinin analiz
edilmesi sonucu elde edilen %DNAt degerlerinin [4,70+1,35 (2,53-8,16) ve 5,13+1,88
(2,93-11,34)] karsilagtirilmasinda anlamli farkliliga rastlanmadi (Sekil 13).

% DNAt
N w H (%]

[

DAS28<2,6 DAS28 > 2,6
Hastalik Aktivite indeksi

Sekil 13. Hastalik Aktivitesine gore %DNAt degerlerinin karsilastirilmasi. %DNAL:
Kuyrugu olusturan DNA yiizdesi. DAS28: Hastalik Aktivite Indeksi (Disease Activity

Score). Siitunlar ortalama+standart sapmay1 gostermektedir.

4.7. Ozon Uygulamasimin DNA Hasarina Etkisi
Ozon uygulamasinin DNA hasarina olan etkisini aragtirmak icin kontrol
grubunda yer alan goniilliilerden alinan her kan 6rneginin bir kism1 ozonlanmadan bir

kismiysa ozonlanarak alkali komet yontemiyle ¢alisildi.
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Ozon uygulamasi yapilmayan kan oOrneklerine ait mononiikleer hiicrelerin
komet goriintiilerinin analiz edilmesi sonucu %DNAt 5,09+1,52 (2,76-10,09) bulundu.
Ozon uygulamas1 yapilan kan orneklerinden ayristiritlan mononiikleer hiicrelerin
komet goriintiilerinin analiz edilmesiyle elde edilen %DNAt degeri ise 4,97+1,23
(2,93-8,81) bulundu. Her iki %DNAt degerinin karsilastirilmasinda ise anlamli sonug
ortaya ¢ikmadi (Sekil 14).

% DNAt
N w £ (5}

[y

Ozon yok Ozon Var

Kontrol Grubu

Sekil 14. Ozon uygulanmis ve ozon uygulanmamis, kontrol grubuna ait kan
orneklerinin mononiikleer hiicre DNA hasarlarinin karsilagtirmasi. %DNAt: Kuyrugu

olusturan DNA yiizdesi. Siitunlar ortalama+standart sapmay1 gostermektedir.

4.8. Romatoid Artritli Hastalardan Elde Edilen Kan Orneklerine Ozon
Uygulamasinin DNA Hasarina Etkisi
RA’ll hastalardan elde edilen kan orneklerine ozon uygulamasinin DNA

hasarina etkisini aragtirmak i¢in hasta grubunda yer alan goniilliilerden alinan her kan
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Orneginin bir kismi ozonlanmadan bir kismiysa ozonlanarak komet yontemiyle
calisild.

Hasta grubunda yer alan goniilliilere ait ozon uygulanmamis kan 6rneklerinden
ayristirtlan monontikleer hiicrelerin komet goriintiilerinin analiz edilmesi sonucu
%DNALt 5,05+1,67 (2,53-11,34) bulundu. Ayni hastalarin ozon uygulamasi yapilan
kan Orneklerinden ayristirilan mononiikleer hiicrelerin komet goriintiilerinin analiz
edilmesi sonucu %DNAt degeri ise 5,48+1,85 (2,78-11,34) bulundu. Ozon uygulamasi
yapilmamis ve ozon uygulamasi yapilmis kanlara ait mononiikleer hiicrelerin %DNALt

degerinin karsilastirilmasinda ise anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 15).

% DNAt
N w H (0] (<)) ~N

[y

Ozon yok Ozon Var

Hasta Grubu

Sekil 15. Ozon uygulanmis ve ozon uygulamamais, hasta grubuna ait kan 6rneklerinin
mononiikleer hiicre DNA hasarlarinin karsilastirmasi. %DNAt: Kuyrugu olusturan
DNA yiizdesi. Siitunlar ortalama+tstandart sapmay1 gostermektedir.
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4.9. Hasta ve Kontrol Grubunun Ozon Uygulanan Kanlarina Ait Mononiikleer
Hiicrelerin DNA Hasarinin Karsilagtirmasi

Hasta ve kontrol grubunun ozon uygulamasi yapilan kanlarindan ayristirilan
mononiikleer hiicrelerin komet goriintiilerinin analizi sonucu elde edilen %DNAt
degerinin [5,05£1,67 (2,53-11,34) ve 5,09+1,52 (2,76-10,09) ] karsilastirmasinda
anlamlr farklilik saptanmadi (Sekil 16).

% DNAt

Kontrol- O3 Hasta- 03
Grup

Sekil 16. Ozon uygulanan kanlara ait mononiikleer hiicrelerin %DNAt degerlerinin
karsilastirilmast.  %DNAt:  Kuyrugu olusturan DNA  yilizdesi. Siitunlar

ortalamatstandart sapmay1 gostermektedir.
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4.10. Aktif Hastalik Varhginda Ozon Uygulamasinin DNA Hasarina Etkisi
Remisyonda olan hastalar ile aktif hastalik doneminde olan hastalarin 0zon
uygulamasi yapilan kanlarindan saflastirilan mononiikleer hiicrelerin  komet
goriintiilerinin analizi sonucu elde edilen %DNAt degerlerinin [5,24+1,70 (2,78-8,86)
ve 5,66£1,99 (3,26-11,34)] karsilastirilmasinda anlamli farklilik gériilmedi (Sekil 17).

% DNAt
w ES w o ~

N

[

DAS28<2,6 DAS28 2 2,6
03 o3

Hastalik Aktivite indeksi

Sekil 17. Ozon uygulamas: yapilan kan Orneklerinden ayrigtirilmis mononiikleer
hiicrelerin %DNAt degerlerinin DAS28’e gore karsilastirilmasi. %DNAt: Kuyrugu
olusturan DNA yiizdesi. DAS28: Hastalik Aktivite Indeksi (Disease Activity Score).

Stitunlar ortalama+standart sapmay1 gostermektedir.
Kontrol ve hasta grubundan birer goniilliiniin ozon uygulanmis ve ozon

uygulanmamis kanlarina ait mononiikleer hiicrelerin komet yontemiyle elde edilen jel

goriintiileri Resim 3 ve Resim 4’te yer almaktadir.
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37-B H,0,/10

Resim 3. Kontrol grubunda yer alan 37 numarali géniilliiniin ozon uygulanmamis (A)
ve ozon uygulanmis (B) kanlaria ait monontikleer hiicreler ile ayni tankta yiiriitiilen
pozitif kontrol olarak 50 pM hidrojen peroksit uygulanmis mononiikleer hiicrelerin

komet yontemiyle elde edilen jel goriintiileri.

53-A 53-B H,0,/13

Resim 4. Hasta grubunda yer alan 53 numarali goniilliiniin ozon uygulanmamis (A)

ve ozon uygulanmis (B) kanlarina ait mononiikleer hiicreler ile ayni tankta yiiriitiilen
pozitif kontrol olarak 50 pM hidrojen peroksit uygulanmis mononiikleer hiicrelerin

komet yontemiyle elde edilen jel goriintiileri.

60



5. TARTISMA

Calismamizin temel bulgusu, yardimei tedavi yontemi olarak kullanilan ozon
dozunun, mononiikleer kan hiicrelerinde DNA hasarini arttirmamasidir.

Hem komet yontemiyle bakilan DNA kirik miktar1 hem de serumdan ELISA
yontemiyle 6l¢iilen ve DNA'da ki oksidatif hasarin gostergesi olan 8-OHdG diizeyi
RA’ll hastalarda kontrol grubundan farkli bulunmamigstir. Ayrica DAS28 degeri
2,6’dan distik olan remisyondaki hastalar ile DAS28 degeri 2,6’dan biiyiik olan aktif
hastalik dénemindeki hastalarin %DNAt degeri ve 8-OHdG seviyeleri arasinda da
farklilik gézlenmemistir.

RA sistemik, otoimmiin, kronik yangisal bir hastaliktir. Hastaligin 6lim
oraninda artisa neden olabildigi, karakteristik eklem hasar1 disina birgok hayati organa
zarar verebildigi ve kanser riskinde artis meydana getirebildigi bilinmektedir.
Hastaligin patogenezi oldukca karmasiktir ve bagisiklik sisteminin patolojik
stireglerde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar oksidatif
stresin RA patolojik siireclerine katkisina dikkat cekmektedir. Yayinlarda sikca RA’I1
hastalarda oksidatif stresin arttigina ve antioksidan kapasitede ise diisiis yasandigina
deginilmektedir (Tak ve ark. 2000, Seven ve ark. 2008, Kundu ve ark. 2012, Simon ve
ark. 2015). Oksidatif stres ¢esitli mekanizmalarla DNA’da baz oksidasyonu, abazik
bolge olusumu, tek-cift zincir kiriklart ve ¢apraz baglanmalar gibi birgok DNA
hasarina neden olmaktadir. Olusan bu hasarlar1 saptamadaysa bir¢ok yontem
kullanilmaktadir. ROT DNA bazlarinda oldukca ¢esitli oksidatif baz hasarina neden
olabilirler. 8-OHdG ise guanin bazinin ROT ile okside olmasiyla olusur. 8-OHdG
ROT kaynakli en sik karsilagilan baz hasar1 olmasinin yani sira, mutajenitesi 1yi bilinen
okside bazdir. Bu nedenle 8-OHdG o6l¢iimii DNA’da ki oksidatif hasar1 gosterir ve bu
amagla kullanim1 oldukga yaygindir (Cheng ve ark. 2003, Hitchon ve El-Gabalawy
2004, Kageyama ve ak. 2007). Diger taraftan bazi kanser tiirlerindeyse 8-OHdG
diizeyi kontrol gruplarindan farkli bulunmamistir (Nagashimaa ve ark. 1995, Dinger
ve ark. 2011). Seven ve ark. (2008), RA tanisi yeni konmus Ve tedavi olarak sadece
steroid olmayan anti-inflamatuar ilag (NSAID) alan RA’l1 hastalarla yaptiklari
caligmalarinda DAS degerinin yiiksek (DAS>2,7) oldugu RA’l1 hastalarda 8-OHdG
diizeyinin, DAS degeri diisiik olan hastalardan yiiksek oldugunu bulmuslardir.
Hajizadeh ve ark. (2003), calismalarinda her ne kadar RA’l1 hastalarin sinoviyal
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stvilarinda (SF) 8-OHAG diizeylerinde anlamli artis saptamis olsalar da, kontrol
grubundaki bireylerin hemen hemen yarisinda sinoviyal sivi 8-OHdG diizeyinin
kontrol grubu ortalamasindan yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Kageyama ve ark.
(2007), RA’11 hastalarin idrarinda yiiksek seviyede saptadiklar1 8-OHdG seviyesinin 6
ay metotreksat tedavisine bagli diisiis gosterdigini belirtmislerdir. Benzer sekilde
Kageyama ve ark. (2008), RA’l1 hastalarin idrarinda yiiksek diizeyde saptadiklari 8-
OHdG diizeyinin anti-TNF-a tedavisine baglh azaldigim1 da gostermisler ve bu
calismada DAS28 ile 8-OHdG seviyesi arasinda korelasyon saptamislardir. Gerek
Kageyama ve ark.’in bahsi gegen ilk ¢alismalarinda, gerekse ikinci ¢alismalarinda 8-
OHdG diizeyini yiiksek saptadiklari RA’l1 hastalarin ortalama DAS28 degerleri
(5.23+£0.70 ve 4,13+0,80) bizim ¢alismamizda yer alan RA’l1 hastalarin ortalama
DAS28 degerinden (2,91+1,30) yiiksektir. Dolayisiyla yiiksek hastalik aktivitesinin
oksidatif strese neden olabildigi ve oksidatif stresinde 8-OHdG diizeyini
etkileyebildigi géz oniine alindiginda, bu ¢alismada RA’l1 hastalarin 8-OHdG diizeyi
ile kontrol grubunun 8-OHAG diizeyi arasinda anlamli fark bulunmamasi hastalarin
ortalama DAS-28 degerinin diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim
Martelli-Palomino ve ark. (2016), RA’l1 hastalardaki artmis DNA hasarinin DAS-28
ile korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica kontrol grubunda yer alan
katilimcilarin bazilarinda ise 8-OHdAG diizeyleri oldukca yiiksek saptanmistir ki bu da
bireysel bir¢ok farkliliktan kaynaklanmis olabilir (Fenech ve Bonassi 2011, Slyskova
ve ark. 2014).

Calismanin komet analizi sonuglarma gore kontrol grubunda yer alan
gontllilerin %DNAt degerleri ile RA’11 hastalarin %DNAt degerleri arasinda anlamli
farklilik bulunmamustir. Ayrica DAS28 degeri 2,6’dan kiigiik olan remisyondaki
hastalar ile DAS28 degeri 2,6’dan biiyiik olan hastaligin aktif oldugu hastalarin
%DNAt degerlerinin karsilagtirmasinda da anlamli farklilik ortaya ¢ikmamustir.

Otoimmiin hastaliklar ve kronik yangili hastaliklar DNA’da zincir kiriklar1 ve
baz hasarlar1 gibi c¢esitli hasarlara neden olabilmektedir. Bununla birlikte kronik
yangili hastaliklar ile otoimmiin hastaliklarda goriilen kanser riskindeki artigin DNA
hasarlarindaki artistan ya da DNA hasarlarinin onarimindaki aksakliklardan
kaynaklanabilecegi One stiriilmektedir (Bashir ve ark. 1993, Tak ve ark. 2000). RA

otoimmiin ve kronik yangisal bir hastaliktir ve hastaliga bagl olarak hematopoetik
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kanserler ile akciger kanserleri gibi bazi kanser tiirlerinin riski artabilmektedir (Simon
ve ark., 20015).

Alkali komet yontemi DNA tek zincir kiriklarini ve DNA’daki abazik bolgeleri
tespit edebilen oldukga duyarl ve gilivenilirligi yiiksek, biyolojik izleme olarak yaygin
kullanim1 olan genotoksisite testlerindendir. Analiz sonucu elde edilen % DNAt degeri
kirik ya da abazik bolgelerin DNA’da bulunmasi halinde, saglam DNA’nin % kacinin
kirik ya da abazik bolge oldugunu gostermesi bakimindan oldukca objektif olusu ve
jelin boyanmasi sonrasi olusabilecek art defektleri 6l¢iim sonucuna nispeten daha az
yansitmasi nedeniyle komet analiz sonuclarini degerlendirmede en gilivenilir
parametre olarak kabul gérmektedir (Dusinska ve Collins 2008, Lovell ve Omori 2008,
Lorenzo ve ark. 2013). Ancak RA’l1 hastalarda komet yontemiyle DNA hasarinin
incelendigi ¢alismalar oldukga kisitlidir. Karaman ve ark. (2011), RA’l1 hastalarda
alkali komet yontemiyle DNA hasarmi belirledikleri ¢aligmalarinda RA’l1 hastalarda
komet kuyruk uzunlugunun arttigini, aktif hastalik dénemindeki RA’l1 hastalarinin
komet kuyruklarinin ise aktif hastalik doneminde olmayan RA’l1 hastalarin komet
kuyruklarindan uzun oldugunu saptamislardir. Benzer sekilde Mateen ve ark. (2016b),
RA’I1 hastalarda kuyruk uzunlugunun fazla oldugunu ve DAS degeri biiyiik olan RA’l1
hastalarin komet kuyruklarinin daha uzun oldugunu saptamislardir. Yine Altindag ve
ark. (2007), RA’lh hastalarda alkali komet yontemiyle DNA hasarini belirledikleri
caligsmalarinda komet goriintiilerinin gorsel analiziyle elde ettikleri arbitrary unit (AU)
degerinin RA’l1 hastalarda daha biiyiik oldugunu ifade etmektedirler. Diger yandan
Jarmalaite ve ark. (2006), RA’li hastalarda kardes kromotit degisim sikliginin
artmadigin1 ancak RA’l1 hastalarin periferal kan lenfositlerinin mitoz ve replikasyon
sikligmmin azaldigini  saptamuglardir. Martelli-Palomino ve ark. (2016), RA’l
hastalardaki artmis DNA hasarinin DAS-28 ile korelasyon gosterdigini, bununla
birlikte anti-TNF-a tedavisinin DNA hasarini azalttigin1 gdstermisler ve hastalik
aktivitesi ile DNA hasar1 arasindaki bu iligkinin aslinda RA patogenezinde oksidatif
stresin Onemini yansittigini dile getirmislerdir. Bizim ¢alismamizda yer alan RA’I1
hastalar anti-TNF-a tedavisi de dahil ¢esitli tedavi uygulanan hastalardi ve hastalarin
¢ogu ise ya remisyondaydi (32 hastanin 14’li) ya da diisiik hastalik aktivitesine (32
hastanin 8’1) sahipti. Kalan 10 hastanin 8 tanesi ise orta hastalik aktivitesine sahipti.

Sayet yeni tan1 almis ve heniiz tedavi baglanmamis hastalar ¢aligmamizda yer alsaydi
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DNA hasarinin artmis oldugunu gostermek mimkiin olabilirdi. Mevcut oksidan
durumun hastalik aktivitesiyle korele oldugu g6z oniine alindiginda hastalarda kontrol
grubuna oranla artmis bir DNA hasarinin saptanmamasi uygulanan tedavilerle
hastaligin kontrol altina alinmis dolayisiyla daha az oksidatif strese maruz
kalmalarindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica ¢aligmada yer alan hastalarda beklenenin
aksine antioksidan kapasitede azalma olmamis olabilir ya da hastalarin saglikli
beslenme aliskanliklart DNA hasar olusumunu azaltmis olabilir (Dusinska ve ark.
2002, Joosen ve ark. 2009, Fenech ve Bonassi 2011).

Calismamizda 50 pg/ml yogunlukta ozon uygulamasi yapilan kanlardan
ayristirilan monontikleer hiicrelerin %DNAt degeri ile 0zon uygulamasi yapilmayan
kanlardan ayristirilan mononiikleer hiicrelerin %DNAt degeri arasinda anlamli
farklilik saptanmamastir.

Ozon gii¢lii bir oksidan ajandir. Hava kirliligi nedeniyle ozona maruz kalmanin
ozellikle akcigerlerde biiyiik hasara neden olabildigi bircok epidemiyoloji ve cevre
kirliligi aragtirmalarinda ortaya konmustur. Solunan hava igerigindeki ozon miktarinin
artisinin nazal hiicrelerde ve kan lokositlerinde DNA tek zincir kiriklarini neden
oldugu gosterilmistir (Valverde ve ark. 1997, Pacini ve ark. 2003, Palli ve ark. 2009).
Hava kirliligi kaynakli ozon maruziyetinin neden oldugu genotoksik etkiler erkeklerde
kadinlara nazaran daha belirgin bulunmustur (Fortoul ve ark., 2004). Ferng (2002),
cesitli yogunlukta ve siirelerde ozon inhale ettirdikleri kobaylarda 1,00 ppm ozonu
uzun siire inhale eden hayvanlarda DNA tek zincir kiriklarinin artigini ancak diisiik
doz da ve kisa siire inhale edilen ozonun bdyle bir etki meydana getirmedigini
saptamiglardir. Benzer sekilde Finkenwirth ve ark. (2014), 0,21 ppm ozonu akut olarak
2 saat inhale etmenin periferal kan mononiikleer hiicrelerde DNA tek zincir kiriklarina
neden olmadigini bununla birlikte DNA tek zincir kiriklarinin hizli onarilmasi
nedeniyle kirik olusmussa bile analiz siirecinde diizelme saglanmis olabilecegini
vurgulamiglardir. Cheng ve ark. (2003), in-vitro ozon uygulamasinin A549 hiicre
hatlarinda 8-Oxoguanin olusumuna neden oldugunu ve DNA tek zincir kiriklarinda
artis meydana getirdigini saptamiglardir. Bununla birlikte Diaz-Llera ve ark. (2002),
PBS ile seyrelttikleri kana (1ml PBS+60 pul kan) ozon uygulamasin doza bagh sekilde
komet uzunlugunu arttirdigin1 ve DNA’da meydana gelen bu hasarin 45-90 dakika gibi

kisa siirede azaldigini saptamislardir. Dahasi seyreltik kana katalaz antioksidan enzimi
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ekledikten sonra ozon uygulamasina bagli olusan DNA hasarinin ise daha az oldugunu
belirtmislerdir. Oksidanlarin organizmaya zarar vermesini engelleyen antioksidan
savunma sistemlerinin gerekliligi tartisilmazdir. Nitekim Larini ve Bocci (2005), kani
PBS ile seyreltikten sonra ozon uygulanmasinin ya da antioksidan enzimlerden yoksun
kiiltir ortamindaki hiicrelere ozon uygulamasinin, kana dogrudan ozon uygulamaktan
farkli oldugunu; kanin ihtiva ettigi antioksidanlar nedeniyle ozon uygulamasina
direngli oldugunu ve kana dogrudan 20 pug/ml (0,42 mM) ile 60 pg/ml (1,26 mM)
araligindaki yogunlukta ozon uygulamasinin herhangi bir hasara yol agmadigini ifade
etmektedirler.

Yapilan calismada RA’l1 hastalardan elde edilen kanlara ozon uygulamasinin
komet yontemiyle analiz edilen %DNAt degerini etkilemedigi saptanmistir. Ayrica
remisyonda olan hastalar ile aktif hastalik doneminde olan hastalardan elde edilen
kanlara ozon uygulamasi sonucu elde edilen %DNAt degerleri arasinda da anlamli
farklilik olusmamistir. Bununla birlikte ozon uygulamasi yapilan kontrol ve RA’l1
hastalarin kanlarindan ayristirilan mononiikleer hiicrelerin %DNAt degerleri arasinda
da fark gézlenmemistir.

Ozon terapisi alternatif tedavi yontemi olarak siipheyle yaklagilan bir
yontemdir. Diger taraftan dikkatli kullanildiginda saglik acgisindan faydali etkileri
oldugu yoniinde iddialar da bulunmaktadir. Ozonun kanla temasi sonucu olusan H20>
ve LOPSs, ozonun viicutta meydana getirdigi etkileri olusturan aract molekiillerdir ve 1
mol O3, 1 mol H202 ve 2 mol LOPs meydana getirir. Bu nedenle MOHT uygulamasinin
etkili olabilmesi i¢in ozon konsantrasyonu onemlidir. H2O2 hiicre membranindan
gecip hiicre igine girdiginde metal iyonlar: varliginda kolaylikla DNA gibi yapilarda
ciddi hasarlara neden olabilen OH radikalini meydana getirebilir. OH radikali DNA
yapisinda bulunan 4 bazda ve seker grubunda genis ¢apli hasara neden olabilir, DNA
zincir kiriklarina yol agabilir. Labuschagne ve ark. (2009), MOHT uygulamasi
sonrast DNA hasarinin ve DNA tamir kapasitesinin nasil etkilendigini inceledikleri
caligmalarinda, MOHT uygulamasi sonrast 4. saatte %DNAt degerinin azaldiginm
ancak 24 ve 48. saatlerde %DNAt degerinin tekrar arttigini, ancak bu artisin ozon
uygulamasit yapilmayan Orneklerin  %DNAt degerinden farkli olmadigim
belirtmislerdir. Ayrica MOHT uygulamasi sonrasi 80 pg/ml ozon uygulanan gruplarin

DNA tamir kapasitesinde belirgin artis meydana gelirken 40 pg/ml ozon uygulanan
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grupta boyle bir artis ortaya g¢ikmadigi gibi tersine, DNA tamir kapasitesini
diistirdigiinii  saptamiglardir. Bu nedenle MOHT uygulamasinin ¢ok giivenli
olmadigmi ve oOzellikle tekrarlanan sekilde yapilan terapilerin uzun vadede DNA
biitlinliigii iizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegine dikkat ¢ekmektedirler. Bazi
kanser hiicre hatlarinda ROT un DNA hasarina sebep olmaktan ziyade DNA’da kalic1
hasarlar olusmasini engelleyen tamir mekanizmalarinda hasara neden oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte RA’l1 hastalarin sinoviyumunda da yanlis eslesme baz
onarim mekanizmasinda ROT kaynakli aksaklik saptanmustir (Lee ve ark., 2003).
Diaz-Llera ve ark. (2009), rektal ozon uygulamasi yaptiklari siganlarda uygulamadan
sonraki ilk 24 saatte 16kosit ve kolorektal hiicrelerde komet uzunlugunda artis
oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte 24-72 saat arasindaysa komet
uzunluklarinda azalma oldugunu ancak kontrol hiicrelerinin komet uzunlugu
seviyesine diismedigini belirtmislerdir. Diger yandan Collins ve ark. (1995),
calismalarinda periferal kan lenfositlerinin H2O2 uygulamasina HeLa hiicrelerine
kiyasla daha direngli oldugunu ve dolayisiyla tek zincir kiriklarinin sikliginin daha az
oldugunu saptamislardir. Bu durumun lenfositler arasindaki varyasyonlardan ya da
lenfositler ile HeLa hiicreleri arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegini, nitekim
H,02 nin OH radikaline doniismesi icin gerekli olan Fe*? miktarinin her hiicrede farkli
oldugu buna bagli olarak da DNA hasarinin etkilenebilecegini vurgulamislardir.
Benzer sekilde katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler ile E vitamini
gibi serbest radikalleri engelleyen molekiillerin miktarinin hiicre tipine ya da lenfosit
alt tipine gore degisiklik gosterebildigini belirtmislerdir. H202’nin neden oldugu DNA
tek zincir kiriklart hiicre i¢i H2O2 yogunluguyla dogrudan iliskilidir (Schraufstltter ve
ark., 1988). Bocci ve ark. (2011a), MOHT yo6ntemiyle ozonu kana uyguladiktan sonra
ozonun hizla girdigi reaksiyonlar sonucu olusan H20: diizeyinin hiicre i¢inde 0,4 uM
gibi olduk¢a diisiik yogunlukta saptandigini belirtmektedir. Calismamizda MOHT
yonteminde yaygin kullanilan ozon yogunlugu ve dozu kullanilmistir. Uyguladigimiz
ozon dozu bahsedildigi gibi diisiik seviyede hiicre i¢i H20> artisina neden oldugundan

DNA tek zincir kiriklarini artiracak etki olusturmamuis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu sonuglara bakarak MOHT dozunda ozon uygulamasinin genotoksik etki
olusturmamasi agisindan gilivenilir oldugu sdylenebilir. Genotoksik ajanlar DNA’da
tek zincir kiriklar1 veya alkali kararsiz bolgeler disinda baska DNA hasarina da neden
olabilmekte ya da DNA tamir kapasitesine zarar verebilmektedir. Bununla birlikte
genotoksik ajanlar bireysel farkliliklar nedeniyle her zaman ayni diizeyde hasar
olusturmayabilirler ya da asil etkileri uzun siire maruziyetten sonra ortaya ¢ikabilir.
Her ne kadar calismamizda ozonun DNA hasarina neden oldugu bulgusuna
ulasilmamis olsa da, farkli tedavi protokolleri ve ozon dozlarinin DNA hasarini
arttirmasi beklenebilir. Nitekim, ozon ve DNA hasar ile ilgili yapilmis ¢aligmalar
yetersizdir ve yiiksek oksitleme giiciine sahip ozonun tedavi amach kullanimina
giivenilirligi bilimsel verilerle teyit edilene kadar siipheli yaklasilmalidir. Konu ile
ilgili ¢aligmalarin heniiz yeterli sayida olmamasi ve farkli ozon dozlarinin ortaya
cikarabilecegi etkilerin bilinmemesi nedeniyle bu konuda ilave ¢aligsmalara gereksinim

vardir.
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8. EKLER
8.1. Etik Kurul Karan
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8.2. Goniillii Bilgilendirme/ Onam Formu

CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Dokiiman: Form-11 | Revizyon 02 Revizyon Tarihi: | 23/01/2012
No:

1. Cahsmanin adu:
Romatoid artritli hastalardan elde edilen kan 6rneklerine ozon uygulanmasinin DNA

hasarina etkisi

2. Arastirmacilarin adlari, kurumlari ve iletisim numaralari.
Mustafa EDREMITLIOGLU 0 (286) 218 0018/ 1997

Coskun ZATERI 0 (286) 218 0018/ 2418
Pmar YUKSEL 0 (286) 217 12 33- pemiyuksel@yahoo.com

3. Arastirmanin amaci ve Kisa ozeti:

Romatizma gibi uzun siiren hastaliklarda hiicrelerdeki genetik yap1 bozulabilmektedir.
Bu bozulma ilave hastaliklara neden olabildigi gibi romatizmanin agirlasmasina da yol
acabilmektedir. Romatizma agrili bir hastalik oldugu icin ilag tedavisi yaninda bazi
hastalara ozon dedigimiz ve oksijene benzeyen bir gaz tedavisi uygulanmaktadir.
Ozonun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ama ozonun hiicrelerdeki
genetik yapida bozulma yaptig1 bilinmektedir. Bu ¢alismada romatizmali hastalardan
alian kan i¢ine ozon verilmesinin kan hiicrelerindeki genetik yapiy1 bozup bozmadigi

arastirilacaktir.

4. Bu arastirma icin neden siz secildiniz?
Calismaya, romatoid artrit tanist (romatizma) almig hasta goniillii katilimeilar ile

herhangi bir bagisiklik sistemi ve iltithabli hastaligi olmayan, yas ve cinsiyet
bakimindan ise romatoid artrit tanis1 almis hasta goniilliilerle eslestirilmis saglikli
goniillii katilimer alinacaktir. Siz bu belirtilen 6zelliklerden birine sahip oldugunuz igin
bu arastirmaya se¢ildiniz. Bu ¢alisma 60 katilimciyla gergeklestirilecektir. Dolayisiyla

sizin disinizda 59 katilimci daha ¢alismada yer almaktadir.
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5. Arastirmaya katilmak / bir kez katildiktan sonra sonuna kadar devam etmek
zorunda miyim?
Bu aragtirmaya katilim tamamen goniilliiliik temeline dayanmaktadir. Bir bagka deyis

ile arasgtirmaya katilip/katilmama tercihiniz tamamen hiir iradenize baghdir.
Aragtirmaya katilmamak tamamen sizin kararmizdir. Aragtirmaya
katilmamak/katilmak istememek sizin herhangi bir sekilde cezalandirilmaniza,
yaptirim uygulanmasina yol agmayacaktir. Calismaya katilmamak sizin i¢in herhangi
bir sekilde dezavantaja doniismeyecektir. Bir baska deyis ile calismaya katilmamak
size herhangi bir sey kaybettirmeyecektir. Hastaliginizin takibi, tetkiklerinizin
yapilmast ve degerlendirilmesi, tedaviye yonelik girisimlerin uygulanmast gibi
herhangi bir asamada size herhangi bir olumsuz yaklasima, k&tii muameleye yol
acmayacaktir. Arastirmaya katilmak istediginizde katilimiiz saglandiktan sonra
aragtirma tamamlanmadan, arastirmanin herhangi bir evresinde ayrilmak
isteyebilirsiniz. Bu tamamen sizin hiir kararmizdir. Bundan dolay1 hicbir sekilde
suclanamayacaginiz gibi herhangi bir sekilde olumsuz yaklasim, muamele ile
karsilasmayacaksiniz. Sonug¢ olarak eger arastirmaya katilir ancak devam etmek
istemez iseniz istediginiz zaman arastirmadan ¢ekilebilirsiniz. Arastirmadan ayrilmak
istemeniz durumunda arastirmaya devam etmeniz konusunda higbir sekilde baski ya

da zorlama uygulanmayacaktir

6. Katilmay: kabul edersem bana ne yapilacak?
Aragtirmaya katilmay1 kabul etmeniz halinde sizden sadece 20 ml koldan kan 6rnegi

alinacaktir. Bunun disinda baska her hangi bir sey yapilmayacak ya da yapmaniz

istenmeyecektir.

7. Arastirmaya katilmak size bir zarar verecek mi? Sizin icin olumsuz
yonleri/riskleri olacak mi?
Bu aragtirmaya katilmak size higbir sekilde zarar vermeyecek, olumsuz bir sekilde

etkilemeyecektir. Arastirma sirasinda yapilacak islemlerin size higbir sekilde zarari

yoktur. Herhangi bir risk igermemektedir.
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8. Arastirmaya katilmanin size olas1 yararlari nelerdir? Arastirmaya katilmak
size bir fayda/iistiinliik saglayacak n?
Bu aragtirmaya katilmanin size dogrudan her hangi bir yarar1 olmayacak; calismaya

katilmis olmaniz size fayda veya istiinliik saglamayacaktir.

9. Arastirma icin masrafim olacak mi1? Arastirmanin benim icin maddi bedeli
var mi?
Aragtirma kapsaminda, arastirmanin herhangi bir evresinde sizden higbir sekilde iicret

talep edilmeyecektir. Bu aragtirmaya katilmaniz nedeni ile sizden para ya da maddi

degeri/icerigi olan herhangi bir sey talep edilmeyecektir.

10. Kimlik bilgilerim ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak?
Arastirma dahilinde kimlik bilgileriniz, sizden elde edilen veriler gizli tutulacak,

yukarida acik sekilde kimlik bilgileri belirtilmis arastirmacilarin disindaki kisilerin bu
bilgilere/verilere ulagmasi engellenecektir. Sizden elde edilen arastirma verileri ve

sonugclari, kimlik bilgileriniz gizlenmek sureti ile bagka aragtirmalarda kullanilabilir.

11. Arastirma sonunda bana bilgi verilecek mi?
Arastirma sonunda talep etmeniz durumunda arastirmanin genel sonuglar1 hakkinda

ve sizden elde edilmis verilerin sonuglart hakkinda bilgilendirileceksiniz. Eger
arastirma bilimsel bir dergide yayinlanir ise talep etmeniz durumunda s6z konusu

derginin bir kopyasi tarafiniza verilecektir.

12. Arastirma sonug¢larina ne olacak?
Arastirma sonuglarinin uluslararasi/ulusal bir dergide yaymlanmasi miimkiin olabilir.

Yaymlanma asamasinda da kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Daha once de

bahsedildigi gibi aragtirmadan elde edilen veriler bagka bir arastirma i¢in kullanilabilir.

13. Daha ayrintih bilgi i¢in,
Aklimiza takilanlar, merak ettiginiz noktalar i¢in yukarida ac¢ik ad ve adresleri yazili

olan aragtirmacilara telefon, e-mail ya da dogrudan goriisme yontemlerinden herhangi

birisini kullanarak ulasabilirsiniz

14. TesekKkiir:
Arastirmamiza katildiginiz i¢in tesekkiir ederiz.
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BU BILGILENDIRME FORMU SIiZDE KALACAKTIR. ARASTIRMAYA

KATILMAK ISTERSENIZ ASAGIDA YER ALAN ONAM FORMUNU

IMZALAMANIZ GEREKMEKTEDIR.

ONAM FORMU (D?)

uygulanmasinin DNA hasarina etkisi

Arastirmanin Adi; Romatoid artritli hastalardan elde edilen kan 6rneklerine ozon

Evet

Hayir

Hasta Bilgilendirme Formunu okudunuz mu?

Arastirma projesi size sozlii olarak da anlatildi m1?

Size aragtirmayla ilgili soru sorma, tartisma firsat1 tanindi mi1?

Sordugunuz tiim sorulara tatmin edici yanitlar alabildiniz mi?

Arastirma hakkinda yeterli bilgi aldiniz mi1?

Herhangi bir zamanda herhangi bir nedenle ya da neden
gostermeksizin aragtirmadan ¢ekilme hakkina sahip oldugunuzu

anladiniz m1?

OO0 odoo

OO0 ooo

Arastirma sonuglarinin uygun bir yolla yayinlanacagina katiliyor

musunuz?

L]

L]

Yukaridaki sorularin yanitlari size kim tarafindan agikland1? Liitfen ismini yaziniz.

Imza:
Ad1/ Soyadi:
Tarih:
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8.3. Goniillii Veri Formu

ROMATOID ARTRITLI HASTALARDAN ELDE EDILEN KAN ORNEKLERINE OZON
UYGULANMASININ DNA HASARINA ETKiSi

Hasta No: Tarih:
Hasta adi soyadi: Tel:
Grubu: Kontrol Hasta
1-Kisisel Bilgiler:
Cinsiyet: Alkol
Yas: Gebelik durumu suan
Dogum Tarihi: Sigara
Meslek: Egzersiz aligkanhgi

2:ilk muayene

Boy: Kilo: VKI:

3- Hastalik oykiisii:

Sikayetlerin ilk basladigi
tarih:

ilk tani tarihi:

4- Mevcut sistemik hastaliklar:

5-Eklem muayenesi: 28 eklem (R/L omuz, R/L dirsek, R/L el bilegi, R/L 1.-5.MKF, R/L 1.-5. PiF, R/L diz)
Diger eklemler (R/L TME, R/L SK, R/L ayak bilegi, R/L 1.-5. MTF, R/L 1.5. ayak PiF)

Agril eklem sayisi: ESR:

Sis eklem sayisi: CRP:
Hasta global DAS-28:
degerlendirmesi

Son durum degerlendirilmesi: Linkler kullanilabilir

WBC

HGB

HCT

MPV

Kullanmakta oldugu tedavi:

Kortikosteroidler DMARD’lar Anti-TNF’ler
Prednol Methotrexate Remicade
Deltacortil Salazopyrin Remsima
Plaquenil Enbrel
Arava Humira
Simponi
Cimzia
Diger
1- Mabthera 2- Orencia 3- Actemra 4- Tofacitinib
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Sis Eklemler

Hassas Eklemler
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8.4. Ozgecmis

Kisisel Bilgiler
Ad1 Pinar Soyadi YUKSEL
Dogum
i Ankara Dogum Tarihi|31.01.1981
Yeri
Uyrugu T.C. TC Kimlik No| 23164575160
E-mail pemiyuksel@yahoo.com | Tel 05054024926
Egitim Diizeyi
Mezuniyet
Mezun Oldugu Kurumun Adi
Yih
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans
I. U. Cerrahpasa Tip. Fak. Tibbi Biyolojik
Lisans N PS P yorl 2003
Bilimler
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
1. Gilimriik Muhafaza Memuru| Glimriik ve Ticaret Bakanlig1 | 2006-2016
2. -
Yabana Dil Sinav Notu”
KPDS |UD |YDS |IELTS |TOEFL |TOEFL |TOEFL |FCE |CAE
S IBT PBT CBT

# Bagarilmis birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmalidi* KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil
Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanct Dil Smavi; YDS: Yabanci Dil Smnavi; IELTS:
International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-
Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL
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CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English;
CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in English

A-Uluslararasi ve Ulusal Yayinlary/Bildirileri/Diger:

B-Katildig:1 Uluslararasi ve ulusal konferans ve kongreler:

C-Sertifikalar:

D-Odiiller:
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8.5. Spiralli Tez Kontrol Formu

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal

renkte ven12 punto yazilmalidir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirti tez

yazim kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu

ayni olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi

konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin basinda konu bashgi yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde yazim Kkarakteri olarak “Times New Roman”

kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklart metin i¢inde de gegmelidir (parantez iginde
glincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de ctimlenin en

sonunda Erigim adresi ve Erisim tarihi sirastyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en

arkasina konmalidir.

Tarih: 16/01/2017 Tarih: 16/01/2017

Ogrenci

Danismanin

Pinar YUKSEL Prof. Dr. Mustafa EDRE

r
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8.6. Kontrol Listesi

CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL LiSTESI

KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi J}UYGUN JUYGUN
Sayfa kenar bosluklari \JJUYGUN dUYGUN
Kapak sayfasi diizeni \&JUYGUN dJUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni t;)UYGUN dUYGUN
Onay sayfasi diizeni \&UYGUN dJUYGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni \dJUYGUN ‘cl]UYGUN
Igindekiler sayfasi diizeni &UYGUN pUYGUN
Tesekkiir sayfasi \&JUYGUN UYGUN
Tiirkce 6zet -LUYGUN UYGUN
ingilizce ozet JUYGUN JUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini JUYGUN UYGUN
Sekiller dizini Q)UYGUN 1UYGUN
Tablolar dizini IJUYGUN UYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamast dUYGUN UYGUN
On sayfalarin numaralandirilmasi \&JUYGUN yUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmast UYGUN UYGUN
Basliklarinin numaralandirilmasi wuLUYGUN nUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi \dJUYGUN 1UYGUN
Yontem ve Gereg UYGUN UYGUN
Bulgular WUYGUN YUYGUN
Tartisma UYGUN UYGUN
Sonug ve Oneriler P UYGUN AJUYGUN
Kaynaklar UYGUN \LUYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) UYGUN UYGUN
Ekler (etik kurul onay1, vs) UYGUN UYGUN
Tez plani &UYGUN UYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) \}JUYGUN UYGUN
Kagit ve baski 6zelligi ‘AJUYGUN UYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyas: vijYGUN $UYGUN
Tarih: 16/01/2017 Tarih: 16 /01/ 2017
Ogrenci Danigmanin
Pmar YUKSEL Prof. Dr. Mustafa EDRE L~
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