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OZET

Periferik sinir yaralanma modelleri {izerinde ozon'un antioksidan ve
noroprotektif etkileri ¢alisilmistir. Ancak, ozon'un 35-40 ug/ml 5 cc intraperitonal
olarak sinir kesisi {izerine olan koruyucu etkisini degerlendirip karsilastiran
arastirmalar literatiirde azdir. Calismamizin amaci; ratlarda deneysel olarak
olusturulan periferik sinir kesisi modelinde ozonun iyilestirici etkilerini belirleyerek
sinir kesisine bagli morbiditeyi en aza indirmek ve klinik ¢aligmalara yon vermektir.
Sunulan g¢alismada, deneysel siyatik sinir kesisi , ozon uygulamasinin etkilerinin,
footprint analizi, elektron mikroskopi, elektrofizyoloji ve biyokimyasal yontemlerle
arastirtlmas1 amaglandi. Yillar igerisinde yapilan ¢alismalar ozon’un (O;) medikal
kullanimini giindeme getirmistir. Calismamizda 100 adet yetiskin, erkek, agirliklar
400-450gr arasinda degisen Rattus norvegicus. Wistar albino rat kullanildi. 100 adet
Wistar cinsi sigan 4 gruba ayrildi., Kontrol grubu (n=20), hi¢bir islem yapilmadi,
Sham grubu (n=20), ameliyat stresi yaratildi. Grup 1’de (n=30) sinir kesilip dikildi,
hi¢bir tedavi uygulanmadi. Grup 2’de (n=30), sinir kesip dikimini takiben 35-40
ug/ml 5 cc ozon intraperitoneal olarak 2 ay stire ile uygulandi. Sinir rejenerasyonunu
degerlendirmek i¢in deney Oncesi ve sonrasi her bir grubun EMG (elektromiyografi)
olglimii yapild1 ve postoperasyon 1.giin ve 2., 4., 6. ve 8. haftalarda SFI (siyatik
fonksiyonel indeks) ve WRL (ayak geri ¢ekme refleksleri) dl¢iildii. Motor fonksiyon
testi sonucunda grup 2 de postoperasyon 2.hafta=-80+5,19 ve postoperasyon
4.hafta=-37+ 6.11 ve duyusal fonksiyon testi postoperasyon 2. hafta p=0.035,
p<0.05. SFI degerlerinde 1.grup ile karsilastirildiginda 2.grupta p<0.05 istatiksel
olarak anlamli farklilik goriilmustiir. Elektrofizyolojik analiz sonucunda grup 1 ile
karsilastirildiginda grup 2'nin p min, p max, p-p, std.dev. degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu saptanmistir (p<0.00I). Elektron mikroskopik
degerlendirme sonucunda grup 2 de, grup 1’e kiyasla daha fazla oranda schwann
hiicresi ve sitoplazmik organel tespit edilmistir. Biyokimyasal analiz sonucunda, ozon
tedavisi uygulanan kesi+ozon grubunda plazma SOD (Siiperoksit dismutaz),CAT
(katalaz),GPx (glutatyon peroksidaz) enzimlerinin degerleri, kesi grubuna gore
istatiksel olarak anlamli derecede (p<<0.001) artmigtir. Tekrarlayan ozon uygulamalari
sonucunda antioksidan sistem uyarilarak oksidatif strese karsi direng gelisir. Ratlarda
deneysel olarak olusturulan periferik sinir kesisinde ozon'un sinir rejenerasyonunu
artirdig1 biyokimyasal, ultrasiitriiktiirel, elektrofizyolojik ve fonksiyonel yontemlerle
tespit edildi. Sonug olarak kesi tarzi sinir hasarinda ozon uygulanan grupta daha hizl
ve kaliteli bir rejenerasyon elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Intraperitoneal, Ozon, Ozonterapi
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ABSTRACT

Several kinds of peripheric nerve injury models have been well studied in
terms of neuroprotective and antioxidative effects of ozone. Nevertheless, definitive
experimental studies are lacking on 35-40 ug/ml 5 cc intraperitoneal effects of ozone
with intraperitoneal in peripheric nerve cut injuries. The aim of our study is investigate
the effects of ozone on nerve healing in rat peripheral nerve cut model. In this study, the
effects of intraperitoneal ozone on the rat sciatic nerve cut injury were examined by
footprint analysis, electron microscopic, electrophysiologic and biochemical methods.
Studies conducted have come into question for medical usage of ozone. In our study, a
hundred adult, male, Rattus norvegicus. Wistar albino rats weighting 400-450 gr were
divided into four groups. Groups were planned as follows: In group control (n=20) no
cut injury was produced and no other treatment was given; in group sham-operated
(n=20) only operation stress was performed; in group 1 (n=30) after the dissection of
nerve, cut injury was performed and and no other treatment was given; in group 2
(n=30) after the dissection of nerve, cut injury was performed and ozone was given
35-40 ug/ml and 5 cc with intraperitoneal for 2 months. Before the beginning of
experiment and after EMG (electromyography) test were performed and
postoperation 1" day, 2", 4™ 6™ and 8™ months SFI (sciatic functional index) and
WRL (withdrawal refleks) were measured for each group. Motor functional analysis
showed that in group 2 postoperation 2™ month=-80+5,19 and postoperation 4"
month=-37+ 6.11 and pinch analysis showed that postoperation 2" month p=0,035.
p<0.05. SFI values of the 2™ group showed significant deference (p<0.05) compared
with the 1™ group. As a result of electrophysiologic analysis revealed that
components p min, p max, p-p, std. dev. were significantly (p<0.001) increased in
group 2 compared with group 1. Electron microscopic analysis revealed more
schwann cells and cytoplasm organelles. Biochemical analysis showed that treatment
with ozone in cut injury groups induced a significant increase in plasma SOD
(superoxyde dismutase), CAT (catalase) and GPx (glutathione peroxidase)
activities (p<0.001). Repetition of ozone administration creates resistance against
oxidative stress via inducing antioxidative system. It was determined that ozone improves
regeneration of experimental peripheral nerve cut with both biochemistry,
electrophysiological, ultrastructural and functional procedure. In conclusion, application
of ozone can improve nerve healing in ozone group.

Key words: Intraperitoneal, Ozone, Ozone Therapy
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GIRIS VE AMAC

Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile periferik hedef organlar arasinda
cift yonli uyart iletimini saglayan, bu sayede motor, duyu ve otonomik
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir sistemdir. Merkezi sinir
sistemini olusturan beyin ve omurilik disinda kalan sinir sistemi yapilar1 (sinirler,
sinir aglari, ganglionlar) periferik sinir sistemi (systemo nervosum periphericum -
PSS) kapsaminda ele alinirlar. Ganglionlar, periferde bulunan sinir hiicre gévdesi
topluluklaridir. Bir periferik sinir, tek tip liften (sensitif veya motor) olusabildigi gibi
mixt'te olabilir. Periferden aldigi izlenimleri (agr1, 1s1, 151k, ses vb.) merkezi sinir
sistemine tastyan sinirlere duyusal sinirler (n. sensorius), merkezi sinir sisteminden
aldig1 emirleri periferdeki effektor yapilara (kas, bez vb.) tasiyan aktivator sinirlere
motor sinirler (n. motorius, somatomotor veya visseromotor), ortak olarak motor ve
duysal liflerden olusmus sinirlere ise karma sinir (n. mixtus) denir. PSS dokusu;
noronlar, néronlarin uzantilari sinir sisteminin savunmasini saglayan hiicrelerden
olusur. [1].

Embriyolojik olarak periferik sinirler ektoderm tabakasindan gelisir.
Gestasyonun tiglincii ve dordiincii haftalarinda noral krest hiicreleri noroektoderm'i
olusturur ve bu yap1 mezoderm igine go¢ eder. Burada dorsal kdk gangliyonlarina,
schwann hiicrelerine ve diger noroblastik hiicrelere doniisiirler. Medulla spinalis
(omurilik) gelistik¢e, bazal plaktaki motor néron aksonlar1 mezodermal tabakadan
gelisen kas dokusu ic¢ine dagilirlar. Dorsal kok gangliyonlarindan da perifere dogru
dagilim baglar. Fotal yasamin yaklasik dordiincti ayinda, schwann hiicreleri bu
dagilan axonlarin miyelinizasyonuna baslarlar. Bazi motor néronlarda ise bu
miyelinizasyon siireci dogum sonrasi birinci yila kadar uzayabilir [2]. Bir periferik
sinir ; duysal, motor ve sempatik liflerden olusur. Bu lifler dorsal kok
ganglionlarinda, anterior motor boynuzda ve sempatik ganglionlarda yerlesmis sinir
hiicre govdelerinin uzantilaridirlar. Bu lifler elektriksel ileti tasiyan aksonlardan
olusur. Aksonlar, schwann hiicreleri ile desteklenir. Miyelinli veya miyelinsiz yapida
olabilirler. Miyelinli sinirlerde miyelin tabakasi schwann hiicreleri tarafindan yapilir.
Miyelinli aksonlarda, miyelinli boliimler arasinda ranvier bogumlar1 vardir. Bu
elektriksel iletinin akson boyunca akselerasyonunu saglar. Bir sinirin miyelinizasyon
miktar1 onun ileti hizina da etki eder. Kalin miyelinli liflerde ileti hizi, ince liflere
oranla daha fazladir. Akson icerigi aksoplazma olarak adlandirilir. Bu olusum,
akson'un yapisal biitiinliigliniin korunmasinda etkilidir ve akson boyunca iletide
faydalidir [3].

Sinir lifi endondryum ile sarilidir [Sekil 1.1.] ve endonéral boslukta kapiller ag
uzanir. Buradaki kapiller endotel hiicreler, difiizyona ve kritik Onem tasiyan
proteinlerin ve kimyasallarin gec¢isine izin veren kan-sinir bariyeri gorevi goriir [4].
Bir grup sinir lifi bir araya gelip sinir fasikiillerini olusturur [5]. Perindryum, herbir
sinir fasikiiliinii saran kiliftir. Zar yapis1 ortalama on tabaka halinde katmanlanmuis,
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diizlesmis hiicrelerden olusmustur. Kan-beyin bariyerinin devami gibi islev goriir.
Diflizyonu diizenler ve interfasikiiler basincin olusumunda etkilidir [7]. Dis
epindryum, fasikiilleri grup halinde saran en dis kiliftir. Buradan grup fasikiillerin
arasina giren ve fasikiilleri iceriden saran uzantilari interfasikiiler epindryumu
olusturur. Periferik sinirden kesit alindiginda, sinir fasikiilii, epinéryum orani
sinirden sinire, kisiden kisiye ve ayni sinirde gectigi anatomik yerlere gore degisiklik
gosterir [6]. Periferik sinirler, kan akim1 bakimindan zengindir [8].
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Sekil 1.1. Periferik sinir mikroanatomisi (enine kesit) [220].

Endonéryum iginde lenfatikler yoktur. Longitudinal vaskiiler plexuslar
arasinda baglantilar vardir ve baglantilarin varliginin avantaji, sinirin yatagindan
mobilizasyonuna toleransi arttirir [9]. Periferik sinirlerin ¢ogu bolgesinde benzer
gorevdeki fasikiiller kalinlasmis i¢ endondryum ile ayrica sarilarak grup haline
gelmistir. Fasikiiler gruplar arasinda baglantilar sik degildir ancak grup icindeki
fasikiiller arasinda sinir baglanti ag1 mevcuttur [10,11].

Son yillarda, periferik sinir rejenerasyonu iizerine yapilan tiim g¢alismalara
ragmen, sinir hasart sonrasinda halen istenilen boyutlarda sinir iyilesmesi elde
edilememektedir. Bu nedenle periferik sinir yaralanmalari tizerine siirekli klinik ve
deneysel olarak yeni c¢alismalar denenmektedir. Uyguladigimiz tedavi sekli ile orta
diizeyde (35-40 ug/ml) ozon konsantrasyonu ve 5 ml ozon dozunun si¢an periferik
sinirinin yapt ve fonksiyonu tizerindeki etkisi, kesilen sinirin tedavi sonrasi
rejenerasyon yetenegi ve ozonun plazma antioksidan sistem {izerine olan
aktivasyonunu gérmeyi planliyoruz. Bu noktada periferik sinirle iligkili hastaliklarda
ozonterapinin  giivenilirligini  tanimlamak,  ultrastriiktiirel,  biyokimyasal
elektrofizyolojik ve islevsel agidan siyatik sinir yapisi tizerine anlamli etkisini
degerlendirmek temel amacimizdir. Biyokimsal agidan intraperitoneal yontemin
tedavi edici etkilerine aracilik eden en 6nemli siire¢lerden bir tanesi antioksidan
enzim sisteminin aktivasyonudur. Antioksidan 6zelligi olan bu molekiillerin ozon
aracilig ile oksitlenmesi, kan plazmasinin redoks dengesini degistirerek antioksidan
ve antiinflamatuar sistemi harekete gecirmesini saglar. Etki calismalar1 yapilmis
cesitli uygulamalar arasinda yer alan elektrofizyolojik testler de periferik sinir
rejenerasyonunu degerlendirmede sik¢a kullanilanilirlar. Klinik yénden EMG
(elektromiyografi) bulgularinin sinir liflerinin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi verdigi
sonuglar, akilda tutulmasi gereken 6nemli bir noktadir. Tedavi sonrasi gruplar arasi
karsilastirmada sinir rejenerasyonunun hangi grupta daha hizli oldugunu EMG
bulgulartyla gostermek bir diger amacimizdir. Ultrastriiktiirel olarak schwann
hiicreleri  sinir rejenerasyonunda anahtar rol oynayan hiicrelerdir. Tedavi
uyguladigimiz grupta gormeyi bekledigimiz sonuglardan biri de schwann hiicresi
sayisinda bir artis olmasit veya cesitli norotrofik faktorlerin sekresyonu ile
rejenerasyona destek saglamasidir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Periferik Sinir Anatomisi

Insanda sinir sistemi en az 10 milyar sinir hiicresi igerir [12,13]. Sinir dokusu,
entegre bir iletisim ag1 halinde viicuda dagilmistir. Yapisal olarak sinir dokusu iki
hiicre tipi igerir. Bunlar; ¢evreden gelen uyarilari sinir impulslarina ¢evirmek ve
iletmek tizere farklilasan sinir hiicreleri (noronlar) ile bu hiicrelere mekanik ve
metabolik olarak destek olan bag dokusu hiicrelerinin (ndroglia hiicreleri)
olusturdugu sinir dokusuna o6zel bir destek dokusundan (glial doku) meydana
gelmistir. Sinir dokusu sinir sistemini olustururken, bu sistemin farkli fonksiyonel
boliimlerine gore baz1 morfolojik farkliliklar gosterir. Sinir sistemi anatomik olarak,
beyin ve spinal korttan olusan santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak
olmak iizere ikiye ayrilir [12,14,15]. Periferik sinir sistemi merkezi organlar ile
organizmanin en uzak noktasindaki yapilara kadar tiim bolgelerini birbirine baglayan
sinir sistemi boliimidiir. Periferik sinirler ve bunlarin yollar1 tizerinde bulunan
ganglionlar ile reseptorlerden olusmustur. Verileri tasiyacak sekilde dizayn edilmis
olup sempatik ve otonomik yollarla ¢evresel degisiklikleri yonlendirir. Periferik
sinirler; noronlar, destek bag dokusu, hiicresel yapilar ve hedef organlardan olusan
kompleks bir yapidir [16,17].

Noronlar birbirleri ile dendrit denilen sitoplazmik uzantilar ile temas kurarken,
her noron perifere genelde tek bir akson gonderir. Bir periferik sinir, boyutuna gore
bir veya daha fazla sinir lifi i¢erebilmektedir. Periferik sinirin lifleri endonéryum
denilen, schwann hiicresi ve retikiiler kollajen aglardan olusan yap1 ile sarilidir. Sinir
liflerinin bir araya gelmesi ile fasikiil olusur ve perindryum ile sarilidir. Fasikiillerin
bir araya gelmesi ile ise periferik sinir olusur ve epindéryum tarafindan kusatilir.
Periferik sinirlerde miyelinli ve miyelinsiz aksonlar bulunmaktadir. Miyelin,
periferik sinir sisteminde schwann hiicrelerinin akson etrafinda sirkiiler tarzda
defalarca dolanmasi ile meydana gelir. Myelinli liflerde 1-2 mm araliklarla ranvier
diugimleri bulunmaktadir. Bu sayede myelinli lifler ¢iplak liflere oranla yaklasik 8
kat daha hizli saltatuvar (sigrayici) iletim yapabilmektedir [16,17].

Periferik sinirler, omurilik ©6n boynuzdaki motor noronlarin, dorsal
ganglionlardaki duyusal néronlarin ve sempatik ganglionlardaki sempatik néronlarin
destek bag dokusu ile ¢evrili aksonal uzantilarindan olusan ve sonlandiklar1 hedef
organa gore motor, duyu ya da otonomik fonksiyonlar1 olan yapilardir [21,22].
Periferik sinir yaralanmalari, akut penetran travmalardan kronik kompresyon
noropatileri, dogum travmasi gibi iatrojenik nedenlere uzanan ¢ok genis bir
spektrumda karsimiza ¢ikabilirler [21,23].

2.2. Periferik Sinir Hasar1 ve Rejenereasyonu
Periferik sinir yaralanmalarinda birtakim yapisal ve islevsel degisiklikler ortaya

cikar. Optimal cerrahi onarima ragmen duysal ve motor fonksiyon zayiflar [24,25].
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Periferik sinir hasarlarinin neden oldugu bu yetersizlik yaralanmanin tipi, onarim
metodu [25], yaralanmanin medulla spinalis’ten uzaklig1 [26] ile yakindan iligkilidir.
Yaralanmanin etyolojik nedeninden bagimsiz olarak, sinir dokusunda iyilesmenin
tam olmamasi veya sinirin uygun olmayan rejenerasyonu, siklikla fonksiyonel kayip
ve agr1 ile sonuglanir [22,27,28].

Periferik sinir lezyonlar1 Seddon ve Sunderland tarafindan degisik sekillerde
siniflandirilmistir. Seddon'un siniflamasina gore periferik sinir lezyonlar1 néropraksi,
aksonotmezis ve norotmezis olarak {i¢ baslikta incelenmektedir [219]. Noroprakside,
sinir liflerinin tiimiinde veya ¢ogunda anatomik biitlinliikk korunmustur. En hafif sinir
hasarina noropraksi denir. Noroprakside aksonun devamliligi bozulmamisken, siniri
kaplayan miyelin kilift hasar gordiigiinden sinir iletisi bozulur. Sinir iletisi sinirin
hasar gordiigii kisimda yokken, sinirin distal ve proksimal kisimlarinda normaldir.
Hasar goren kismin distalinde motor ve duyu kaybi soz konusudur [18, 219].
Aksonotmezisde, travmaya ugrayan sinir lifleri aksonlarinda Wallerian dejenerasyon
vardir. Aksonda ve bunu kaplayan miyelin kilifinda devamlilik nispeten
bozulmustur. Endonéryum saglamdir. Lezyon bolgesi altinda motor, duysal ve
otonomik tiim fonksiyonlar kaybolmustur. Dis doku desteginin saglam olmasi
aksonda rejenerasyonu kolaylastirir ve cerrahi girisime gerek kalmadan iyi bir
iyilesme gercgeklesir. Norotmezisde, sinir aksonlart ile kilifin da kesilmis oldugu
durumlar s6z konusudur. Hem akson, hem de bunu ¢evreleyen yumusak dokunun
devamlilig1 bozulmustur. Diger bir deyimle sinirde tam bir kopma s6z konusudur.
Klinik baslangicta, aksonotmezise benzer ancak kilif da kesilmis oldugu igin
proksimalden rejenerasyon soz konusu degildir. Distalde sinir iyilesirse de sinirde
devamliligi saglamak icin cerrahi onarim gerekir. [217].

Sunderland siiflamasi sinir hasarini 5 grupta toplar. Birince derece yaralanma
Seddon siniflamasindaki noéropraksiye esittir. Miyelin zarar1 vardir, prognozunda
haftalar, aylar icinde mitkemmel diizelme goriiliir. Ikinci derece yaralanma Seddon
siniflamasindaki aksonotmezise esittir. Sunderland ikinci derece hasarda; akson
kayb1 izlenir, endonéral tiipler, perinéryum, epindryum saglamdir. Kasa olan
mesafeye bagl olarak iyi progroz goriiliir. Uglincli derece yaralanmada
endonéryumda hasar vardir, ancak epindryum ve perindryum saglamdir.
Kendiliginden iyilesme miimkiindiir, ancak bazen cerrahi girisim gerekebilir.
Dordiincti derece hasarda; akson kaybi, endondral tiip ve perindryum hasari
goriiliirken epindryum saglamdir. Kotii prognoz goriiliir, aksonlar hatali yone
gidebilir ve cerrahi girisim gerekir. Seddon’da Norotmezis’e karsilik Sunderland
besinci derece yaralanmada; sinire ait tiim katmanlar kopmustur, akson kaybi
gortiliir, endondral tiip, perinéryum ve epindryum agir hasari vardir. Cerrahi girisim
sarttir ve prognoz cerrahiden sonra belirlenir [218].

Periferik sinir hasari farkli siddetlerde gergeklesebilmektedir [29,30]. Travmada,
aksonal yaralanmay1 takiben sinir hiicresinde meydana gelen degisiklikler
'kromatoliz' olarak tanimlanmaktadir [31]. Bu degisiklikler sinir kesisini takiben 1 ile
3 hafta arasinda olusmaktadir ve periferal noéronlarda olim olmadigi ve
denervasyonun yaralanma sonrasi ilk 5 hafta icerisinde oldugu bildirilmektedir [43].
Takip eden siiregte hiicre govdesinde olusan tipik yanit, hiicre hacminin artmasi,
hiicre ¢ekirdeginin perifere dogru yer degistirmesi ve sitoplazmadaki bazofilik



materyalin ortadan kalkmasidir. Protein sentezinin hiicre igerisinde arttigini gosteren
bu bulgu, RNA konsantrasyonunun artisina baglidir. Hiicrede niikleik asitlerin ve
lipitlerin sentezi i¢in gerekli olan glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesinde
de artis gozlenir ve protein sentezindeki artis, iyilesme ve rejenerasyona hazirlik
yoniinde olmaktadir. Yine nérofilaman ve mikrotiibiiler yapidaki proteinlerin, aktin,
tubulin ve peripherin’in sentezi artarken; transport fonksiyonu ig¢in gerekli
proteinlerin sentezi azalmaktadir. Travmaya bagli meydana gelen reaksiyonun
siddeti, lezyonun yerlesim yerine ve tipine gore farklilik gostermektedir [31]. Gelisen
stire¢ yapisal ve fonksiyonel biitlinliik kaybi ile karakterizedir. Makrofajlar bu
alandaki akson ve miyelin kilifi fagosite ederler. Norofilamentéz yapilar ve
mikrotiibiiller gibi hiicre iskeletini olusturan yapilar graniiler ve amorf yapilar haline
doniisiirler [32]. Aksonlar icerisinde artan Ca™ konsantrasyonunun, dejenerasyon
stirecini basglatan mekanizma oldugu diistiniilmektedir. Normalde akson ile endondral
ortam arasindaki kalsiyum konsantrasyonu farki, aktif kalsiyum pompasi sayesinde
dengede tutulmaktadir ve hiicre i¢indeki diisiik kalsiyum seviyesi korunmaktadir.
Yaralanma sonrast bu bolgede gerceklesen kimyasal ve hiicresel reaksiyonlar, sinir
rejenerasyonunun kalitesi acisindan ¢ok onemlidir. Bu alanda kan hiicreleri ve
makrofajlar iceren eksuda, araligi doldurarak fibrin piht1 olusumunu saglamaktadir
[32]. Daha sonra kapillerlerin ve epindral kokenli fibroblastlarin bu araliga
migrasyonu gozlenir ve burada rol alan fibroblastlarin prolifere olmalar1 olduk¢a
uzun zaman alir, kollajen depolanmasi prolifere fibroblast ve schwann hiicreleri
tarafindan gerceklestirilmektedir. Cajal 1905 yilinda, distal sinir segmentindeki bazi
maddelerin rejenere olan sinir liflerini kendilerine yonlendirdigini gozlemlemistir.
Bu olay nérotropizm olarak adlandirilir sorumlu olan faktorler hiicresel adezyon
molekiilleri olarak adlandirilan bir takim molekiilleridir [33].

Sinir hiicrelerinin govdelerinde bazi hayati fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi ve
sinir hasar1 sonrasinda olusan dejenerasyon ve rejenerasyon siireci i¢in hiicresel
iletisime ve bu iletisimde diizenleyici rolleri olan bu norotrofik faktorlere ihtiyag
vardir [23,27,34]. Sinir rejenerasyonunu arttirmak amaciyla birgok ajan
aragtirtlmaktadir. Periferik sinir cerrahisi, sinir devamliligini restore etmek ve sinirin
rejenerasyonu ve fonksiyonel diizelmeyi optimal diizeyde olusturabilmek amaciyla
yapilmali ve planlanmalidir. Ciinkii rejenerasyonda iki anahtar faktor onemli rol
oynar; devamlilik (rejenerasyonu tesvik etmek i¢in bir rehber gorevi goriir) ve uygun
dizilis (duyusal lifler uygun duyusal hedeflere, motor lifler uygun kaslara
yonlendirilir) [23-35].

Sinir hasarin1 simiile etmek tizere ¢esitli deney hayvanlarinda farkli sinir hasari
modelleri olusturulmustur. Periferik sinir hasarlari, uzun siire sikismanin olusturdugu
hasardan, termal, iskemik, kimyasal hasara ve travma sonucu meydana gelen akut
yaralanmalara kadar degisken bir spektrumu igerir. Kesici alet yaralanmalar1 ve atesli
silah yaralanmalar1 sonucu sinir hasari olusturulabilir. Germe-traksiyon tarzi
yaralanma, genellikle fraktiir-dislokasyonu sonrast meydana getirilir [23]. Periferik
sinirler, kollajen igeren endondryumlar1 sayesinde belli bir elastikiyete sahiptirler;
ancak traksiyon kuvveti sinirin esneme kapasitesini asarsa bu tip hasar meydana
gelebilir ve devamlilik tamamen kaybolabilir. Bununla birlikte, ¢ogu yaralanmada
devamliligin genellikle korundugu bildirilmistir. Laserasyon tipi yaralanma siklikla
bicak benzeri penetran aletlerle olusturulabilir. Bu tip yaralanmalarda tam bir kesi

5



olabilmesine ragmen, bazi sinir elemanlarimin devamliligi korunabilir [23,35].
Kompresyon tipi yaralanmalar ise tuzak noropatileri, al¢1 sikistirmasi, kompartman
sendromu gibi nedenlerle meydana gelebilir. Sinir devamliligi korunmus olmasina
ragmen, hem duyu hem de motor kayip olusabilir. Patofizyolojisi tam
aciklanamamistir, ancak muhtemel mekanizma mekanik kompresyon ve bunun
sonucunda olusan iskemidir [23]. Herhangi bir ilacin periferik sinir ig¢ine veya
yakinina enjeksiyonu gegici duyu kaybindan paraliziye kadar degisen oranlarda sinir
hasar1 yapabilir. Siddetli iskemik hasara ugramis sinirde, genellikle fonksiyonun
kaybolabilecegi ve tam bir iyilesmenin olmadigi kabul edilmektedir. Elektrik ve
termal yaralanmalarin tedavileri zordur ve prognozlari koétiidiir. Sinir hasarina ek
olarak yumusak doku hasar1 da s6z konusudur [27,34]. Periferik sinir hasari
olusturmak igin ezi [44, 45], kesi [46], termal hasar [47], norotoksik maddeler [48,
49] ve iskemi [50] gibi modeller kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda
bu modeller igerisinde en ¢ok kullanilanlari; siyatik sinirin tam kesisi ve ezisidir [51].

Periferik sinir sistemine ait ilk veriler Hippocrates’e (M.O. 460-370) kadar
uzanmaktadir, fakat sinir kesilerinin duyusal ve motor kayba yol ac¢tigini ilk olarak
bildiren Galen (M.S. 130-200) olmustur [37]. Periferik sinirlerin dikilmesi ile ilgili
ilk kayitlar ise P. Aegineta (7. yy), William’a (13. yy) aittir [38]. Bir periferik sinir
kesildiginde, kesildigi yerde rejenerasyon icin biiyiik c¢aba sarf etmektedir.
Noronlarin ¢ogu yasamaya devam eder ve periferik sinir govdesinin fizyolojisi
rejenerasyona destek olur. Periferik sinirde iyilesme siireci, rejenere olmus
aksonlarin periferdeki hedef organlarla fonksiyonel baglanti olusturmasi ile sonlanir.
Sinirin iyilesme diizeyi, bu olaylar dizisinde fonksiyonun geri kazanimi ve uygun
baglantilarin saglanmasi i¢in ekstra seliiler ve seliiler noronal elementlerin ortak
etkilerine baglidir. Bu elementler: ekstra seliiler matriks, norotrofik ve nordtropik
faktorlerdir [51].

2.3. N. Ischiadicus Anatomisi

N. ischiadicus (L 4.5 - S | 2-3) viicudumuzun en uzun ve en kalin siniri olup,Sy
hari¢ plexus sacralis'in olusumuna katilan tiim sinirlerden lifler alir [Sekil 2.1.a.].
Pleksus sacralis L4-Ls ve S;-S; spinal sinirlerin ventral dallarindan sekillenir ve genis
olan radix superior ile daha kii¢iik olan radix inferiordan olusur. Radix superior
truncus lumbosacralis'i (L4-Ls) icerir. Radix inferior ise S;- S; spinal sinirlerden
olusur. Radix superior ve radix inferior siyatik siniri olusturmak i¢in m. piriformis’in
alt kenarinda birlesir [52] ve foramen ischiadicum majus' tan gegerek, trochanter
major ve tuber ischiadicum arasindan uyluga dogru ilerler [53].

Foramen ischiadicum majus; alttan lig. sacrospinale, {istten os ilium, 6nden os
ischii ve arkadan os sacrum tarafindan sinirlandirilan pelvisin arka yan tarafinda yer
alan oval bir bosluktur. Bu foramenden m. piriformis, n. ischiadicus, a.v. glutea
superior, n. gluteus superior, n. pudendus ile m. quadratus femoris ve m. obturatorius
internus'a giden sinirler gibi 6nemli yapilar gecer [54, 55].

N.ischiadicus, foramen ischiadicum majus' tan gegtikten sonra genellikle m.
piriformis' in altindan geger [Sekil 2.1.b.]. ve asagiya dogru ilerlerken m. gemellus
superior' un posterior yiizii, m. obturatorius internus, m. gemellus inferior ve m.
quadratus femoris ile komsuluk yapar. Ek olarak n.ischiadicus, seyri sirasinda
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medialde tuber ischiadicum ve hamstring grubu kaslarin baglama yerindeki
tendonlariyla yakin iligki halindedir. N. ischiadicus'un lateral kenari, m. biceps
femoris'in caput longum' unun tendonu ve asagida m. semitendinosus'un r.
muscularis'i ile yakin iligkidedir. N.ischiadicus uyluktaki seyri sirasinda, lateralden
m. biceps femoris; medialden m. semitendinosus tarafindan olusturulan fossada asagi
dogru ilerler [Sekil 2.1.c.]. [56-58]. N.ischiadicus; a. glutea inferior'un dali a.
comitans nervi ischiadici' den [59], dizin yakininda a. poplitea'nin bir¢ok dalindan, a.
circumflexia femoris medialis ve lateralis ile a.glutea inferior' dan ayrilan nutrisyonel
arterlerden beslenir [57]. N.ischiadicus, uylugun arka tarafinda ilerledikten sonra
fossa popliteada veya fossa popliteanin {izerinde ¢esitli seviyelerde n. tibialis ve n.
fibularis communis dallarina ayrilir [Sekil 2.1.c.]. [60].

Artterior rami

f—Sacral plexus

Sekil 2.1a-c. N.ischiadicus seyri a.Plexus Sacralis b.N.ischiadicus (Regio Glutea) ¢.N.Ischiadicus
(Regio Poplitea) [221,222].

N.ischiadicus regio poplitea’ dan sonra trunkus medialis n.tibialis; truncus
lateralis ise n.fibularis communis olarak devam eder [18-20]. N.ischiadicus'un n.
tibialis dali, n. fibularis communis'e gore daha kalindir ve orta hatta paralel ve az
oranda lateralde olarak ilerler. Asagida, m. gastrocnemius' un baslar1 arasindan gecer.
N. fibularis communis, m. biceps femoris' in medial kenarini takip eder ve laterale
dogru caput fibulae'ye gelir. Collum fibulae' yi dolanarak bacagin 6n dis kisminda m.
peroneus longus'a girer ve burada n. fibularis superficialis ve n. fibularis profundus
dallarina ayrilir. N. tibialis ve n. fibularis communis; n. saphenus tarafindan innerve
edilen bacak ve ayagin anteromediali hari¢ dizin asagisindaki tiim bacak ve ayagin
innervasyonunu saglar [61].

N.ischiadicus 1,5-2 cm genisliginde, yassi bir serit halinde olup, regio
glutealiste, m.gluteus maximus ile m.obturatorius internus ve m.quadratus femoris
arasinda asagiya dogru iner. N.ischiadicus, m. piriformis'in asagisinda, gemellus,
quadratus ve obturatorius internus kaslarinin yukarisinda kalan bir ¢anagin igerisinde
yerlesiktir [62,63]. Regio glutealiste hi¢gbir muskiiler yan dal vermez ve m.quadratus
femoris'in alt kenar1 hizasinda, uyluk arka bolgesine girer. Uyluk arka bolgesinde,
m.adductor magnus'un ilizerinde uzanir ve yilizeyden m. biceps femoris'in caput
longum'u tarafindan ¢aprazlanir. N.ischiadicus, genellikle uylugun 1/3 alt
boliimiinde, fossa poplitea'ya ulasmadan once iki terminal dalina (n. tibialis ve
n.fibularis communis'e) ayrilir. Bazen, bu iki terminal dal, varyasyonel olarak
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pelvis'te ayrilir; bu durumda genellikle n.fibularis communis boliimii, m.piriformis
icinden veya tist tarafindan gegerek regio glutealis'e girer. N.ischiadicus, uyluk arka
bolgesindeki hamstring grubu kaslar ile bacak ve ayagin tim kaslarina motor
innervasyon; bacagin digyan ve arka, ayagin tiim boltimlerindeki derinin ise sensitif
innervasyonunu saglar [64].

2.3.1. Nervus Ischiadicus'un Yan Dallar

a. Rami Articulares: N.ischiadicus'un proksimal boliimiinden veya dogrudan
plexus sacralisten ¢ikan bu dallar, art.coxae'nin kapsiiliiniin arka béliimiinden girerler
[55,64].

b. Rami Musculares: Sinirin pars tibialis bolimiinden, "hamstring kaslar"
olarak da bilinen m.semitendinosus, m.semimembranosus ve caput longum
m.bicipitis femoris ile m.adductor magnus'un hamstring bdlimiine; pars fibularis /
peronei communis boliimiinden, caput breve m.bicipitis femoris'e giden muskiiler
dallar ¢ikar [64]. Once kal¢anin derin katinda, sonra uylugun arka bolgesinde olmak
tizere fossa poplitea’ya kadar ilerleyerek orada iki u¢ dala ayrilir. Foramen
infrapriformede a. glutea inferior, a., n. pudendalis’in dis yanindadir [55,64].

2.3.2. Nervus Ischiadicus'un Terminal Dallar

N.ischiadicus , trochanter major ve tuber ischiadicum' un arasindan fossa
poplitea' ya dogru ilerler [65]. N.ischiadicus'un n. tibialis ve n. fibularis communis
dallar tek bir epinoral kilif ile ¢evrilmistir ve n.ischiadicus'un bu terminal dallarina
ayrilmasi, fossa poplitea ilizerinde veya fossa poplitea i¢inde farkli seviyelerde
gerceklesebilir [66].

a. Nervus Tibialis

Nervus tibialis, n.ischiadicus'un daha kalin olan u¢ dal1 olup, fossa poplitea'nin
i¢c yan boliimiinde yer aldig1 i¢in, baz1 anatomistler tarafindan "medial popliteal sinir"
olarak da adlandirilir. N. tibialis, plexus sakralis'in olusumuna katilan L. 4.5, S 123
spinal sinirlerin 6n diviizyonlarindan kaynak alan lifler tarafindan olusturulur [64-
66].

b. Nervus Fibularis (Peroneus) Communis

Nervus fibularis communis, n.ischiadicus'un daha ince olan ve dis yanda yer
alan terminal dal1 olup, L 4.5 ve S |, 'nin 6n dallarinin dorsal diviizyonlarindan gelen
lifler tarafindan olusturulur. N.fibularis communis, n.ischiadicus'tan ayrildiktan
sonra, fossa poplitea'da m.biceps femoris'in tendonunun i¢ yan kenar1 boyunca oblik
olarak asagiya, dis yana dogru uzanir. M.gastrocnemius'un lateral basi ile m.biceps
femoris tendonu arasindan gecerek caput fibulae ve collum fibulae'yi dolanan sinir,
m.peroneus longus'un derininde, n.fibularis profundus ve n.fibularis superficialis
olarak adlandirilan ug¢ dallarina ayrilir. N.peroneus communis'ten ug¢ dallar
ayrilmadan once hi¢bir muskiiler yan dal ¢ikmaz; sadece iki artikiiler, iki tane de deri
dali ¢ikar [55,64-66].

2.4. Rat N. Ischiadicus Anatomisi

Ratlarda n. ischiadicus (siyatik sinir), Ls., S; sinir liflerinin birlesmesiyle
olusur. N. ischiadicus pelvis mindrde os ischii ve os sacrum'un facies dorsalisleri
arasindaki derin olukta ilerler. N. ischiadicus incisura'dan gectikten sonra
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m.priformis’in facies ventralisinde ilerler. M. piriformis’in 1-2 mm kaudalinde
m.quadratus femoris tiizerinden oblik olarak regio cruris'e girer. M. piriformis
seviyesinde, kiiciik bir dal vererek, m. biceps femoris, m. semitendinosus ve m.
semimembranosus'u innerve eder. Sonra art. genu'nun yaklasik 5 mm kranialinde n.
fibularis ve n. tibialis posterior denilen 2 ana dala ayrilir [70,71].

N.ischiadicus, plexus sacralis'ten ayrilip pelvis minér igerisinde ilerleyerek,
incisura ischiadica'dan gecer ve femur'un posterioruna girer. Pelvis igerisinde
n.ischiadicus 2 ana komponentten olusur. Anterior (ventral) ve posterior (dorsal)
komponentler distalde birlesip n.peronealis ve n.tibialis'in ayrildigi noktadan
yukariya dogru, incisura ischiadica'ya kadar disseke edilebilir. N.ischiadicus'un
truncus anterior'u; n. tibialis ve m. quadratus femoris, Mm. gemelli, m. obturator
internus'a giden muskiiler dallardan olusur. Truncus posterior'u ise n. peroneus
communis ve m.biceps femoris caput anterior, m. piriformis, m. gluteus superior ve
m. gluteus inferior'a giden muskiiler dallardan olusur. N.peroneus communis
trochanter major seviyesinde n.suralis dalin1 verir. Bu crus'un arka distal lateral
kismina, pedis'in ve digiti minimi'nin lateral kismina kutan6z dallar verir. Daha sonra
n.peroneus communis yiizeyel ve derin olmak tizere iki dala ayrilir. N. perenous
superficialis, ayagin dorsal yiizeyini, hallux'un medialini, 2.,3.,4. dorsal interdigital
bolgenin duyusunu alir. N. perenous profundus ise pedis'in dorsalinde 1. interdigital
bolgenin duyusunu alir. N.tibialis, n.plantaris medialis ve lateralis ile pedis'in plantar
ylizeyi, digiti minimi'nin laterali, hallux'un plantar yiizii ve 1.,2.,3..4. interdigital
bolgenin sensitif duyusunu alir [72].

2.5. EMG Nedir?

Elektromiyografi (EMG), elektro (elektriksel), néro (sinir), miyo (kas) ve grafi
(yaz1) sozciiklerinden olusan bir kisaltma olup, sinirler ve kaslarin elektriksel
sinyallerinin yazdirilmasi anlami tasir. EMG, uygulandigi sinirlerin ve kaslarin
elektriksel yontemlerle incelendigi bir laboratuar tani yontemidir. EMG c¢evresel
sinirleri etkileyen hastaliklarda tan1 koymak, taniyr dogrulamak, c¢evresel sinirlerde
ortaya cikan islev bozukluklarimi ya da yapisal hasarlarin siddetini belirlemek,
hastalik siirecini izlemek ve uygulanan tedavinin etkisini degerlendirmek igin
basvurulan bir inceleme yontemidir. Bir EMG incelemesinde hastaya farkli testler
uygulanabilir. En ¢ok uygulanan testler 'sinir ileti c¢alismalar' ve 'igne
elektromiyografisi' testleridir [73,74].

2.5.1.EMG ve Sinir Ileti Incelemeleri

EMG incelemesi sirasinda, duyusal ve motor sinirlerde ileti ¢alismalart ayri
ayr1 yapilir. Bu yontemlerde genel olarak, deri iizerinden uyarici elektrotlarla
sinirlerin belirli noktalarina verilen elektrik uyarilari, bu sinirlerde aksiyon
potansiyeli adi verilen ve sinir lifleri boyunca iletilen biyolojik bir sinyal ortaya
cikartir. Bu sinyal belirli bir uzakliktan sonra yine sinir tizerindeki deri {izerine
yerlestirilen kayit elektrotlari ile kaydedilir. Sinir ileti incelemelerinde ana prensip
sinir yolunun bir noktasindan yiizeyel veya igne ile elektrik akim1 verilerek uyarinin
sonlandig1 noktadaki sinirin diger bir noktasindan uyarinin iletim 6zelliklerinin kay1t
elektrotlar1 ile kaydedilerek degerlendirilmesidir. Bunun i¢in sinirin {izerindeki
bolgelere diisiik siddette elektrik akimi uygulanir ve sinirin veya derinin bagka bir
yerinden bu akim, kayit elektrodu ile kayit cihazinda toplanarak ilgili parametreler
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Ol¢tiliip yorumlanir. Boylece sinirin saglikli fonksiyon yapip yapmadigi anlasilir
[73,74].

2.5.2.EMG lsaretinin Ol¢iilmesinin Temelleri

EMG isaretleri, yiizey elektrotlart ve igne elektrotlar olmak tizere iki tip
elektrot araciligiyla oOlgiilmektedir. Bunlardan yiizey elektrotlar1 ile yapilan
Ol¢timlerde, genis bir alandaki elektriksel aktivite ile ilgili bilgi edinilmektedir. Bir
motor Uinitesinin veya tUniteler grubunun incelenmesinde, elektrotlarin bilgi
topladiklar1 alttaki alan ¢ok genis olabilir. Ayrica, ylizeydeki kaslarin faaliyetinin
alttaki kaslardan gelen bilgiyi maskelemesi sebebiyle yiizey elektrotlarini yalniz
yilizeydeki kaslarin incelenmesinde kullanmak gerekmektedir. Yiizey elektrodunun
uygulanmasi ¢abuk ve basittir ve rahatsizlik verme orani en azdir. Ama sadece
ylizeysel kaslar i¢in kullanilir, yan sesten etkilenebilir, standart elektrot yerlesimi
yoktur, denegin hareket kabiliyetini engelleyebilir ve dinamik kassal aktiviteleri
kayit etmede sinirlhiliklar vardir [76-79].

Kaslardaki sorunlarin tanisi i¢in EMG incelemesinde igne elektrotlari
kullanilir. Bu yiizden igne EMG'si olarak da adlandirilir. igne elektrotlarla yapilan
EMG incelemesinde herhangi bir elektriksel uyar1 verilmez. Yalniz kaslarda normal
veya anormal elektriksel aktivitenin kaydedilmesi i¢in kullanilir. Genellikle
konsantrik igneler kullanilir. Bu igneler bilinen enjektor ignelerinin i¢ine ¢ok ince bir
tel konulmasi ile kayit elektrodu haline getirilmistir. Asir1 derecede duyarlidir, tek bir
kasin kasilma sinyallerini kaydeder, derin kaslara ulasabilir, yan ses ihtimali vardir
ama yeniden yerlestirme zaman alabilir ve dlgiilen bolge tiim kasi temsil etmeyebilir
[76-79].

2.5.3.EMG incelemesinde Kullanilan Yéntemler

Duyusal aksiyon potansiyalleri (boyut, genlik, ileti hizi, ileti zamani1), duyusal
sinir lifleri, birlesik kas aksiyon potansiyeli , kas yanit1 (boyut, ileti hizi, ileti zamani)
motor sinirler, refleks ve ge¢ yanit, periferik sinir proksimal bdlimleri, duyu yollari,
igne EMG fibrillasyon, motor iinite aksiyon potansiyeli (MUAP) kastaki norojenik
ve miyojenik degislikliklerdir [75].

2.5.4.EMG ile Tespit Edilen Kimyasal ve Mekanik Olaylar

Kaslarin kasilmasi sirasinda biyopotansiyel isaretler olusur. Bu biyopotansiyel
isaretlere, viicuttaki cesitli elektrokimyasal olaylar sebep olur. Istemli kas hareketleri,
beyinde olusturulan elektriksel uyarilarin sinirler vasitasiyla kaslara iletilmesi
sonucunda meydana gelir. Kas liflerinin kasilmalarina sinirlerden gelen elektriksel
uyarilar sebep oldugu gibi, kaslarin kasilmasi da yine elektriksel bir isaretin ortaya
cikmasina sebep olur. Ortaya ¢ikan bu isaret, elektromiyogram cihazina bagh
elektrotlar araciligiyla olgiiliir. Kaslarin kasilmasi, sinirler araciligiyla beyinden
iletilmis olan uyarici potansiyellerin kaslarda olusturdugu motor {inite aksiyon
potansiyeli (MUAP) olarak bilinen elektriksel potansiyeller sayesinde olur. Bir motor
sinir, bir¢ok kas fibriline baglanir ve baglandig kas fibrilini sinirle donatir. Bir motor
sinir hiicresi ve tiim kas fibrilleri birlikte motor {initeyi olusturur. Motor néron ile kas
fibrili arasinda bulunan sinaps, sinir-kas kavsagi olarak adlandirilir. Burasi sinir ve
kas sistemi arasindaki iletisimin meydana geldigi yerdir. Sinir iletilerinin sinir
uclarina vardigi yerler, 'sarkolemmaya yakin olarak yerlesen akson terminalleri'
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olarak adlandirilir. Sinir iletisi bu bolgeye vardiginda, bu sinir uglari tarafindan bir
ndrotransmitter olan asetilkolin (ACh) salgilanir. Salgilanan bu ACh’ler sarkolemma
tizerinde bulunan reseptorlere tutunur. Eger yeterli sayida ACh reseptorlere tutunursa
kas hiicresi zarlarinda bulunan iyon kapilart agilir. Sodyumlarin igeri girmesi sonucu
da elektriksel ileti baslamis olur. Bu siire¢ depolarizasyon olarak adlandirilir ve
aksiyon potansiyelinin baglamasiyla sonuglanir. Depolarizasyon siiresince kalsiyum
iyonlar1 (Ca*"), SR’den salgilanir ve miyofilamentlere dogru kas kasilmasini
baslatmak tizere hareket eder. Depolarizasyon sirasinda iyonlarin hareketleri elektrot
araciligryla tespit edilebilen elektromanyetik bir alan olusturur. Zar potansiyelindeki
degisiklikler, -70mV’luk dinlenim zar potansiyeli degerinden +30mV degerine kadar
gider ve hizla dinlenim degerine geri doner [80].

Olusan bu elektriksel akimin bir boliimii de deriye yayilir. MUAP sonucu
deriye yayilan bu elektriksel potansiyeller elektrotlarla 6l¢tilebilir [81]. Birden ¢ok
kas lifi es zamanl kasilirsa deride elektrik potansiyellerinin summasyonu ¢ok biiyiik
degerlere yiikselebilir. Kasilmamn miktart MUAP’larin sayismin ve sikligmin
artmasi ile artar. Kaslarin kasili oldugu veya olmadigi durumlarda MUAP’larin
incelenmesi, seklinin ya da sikliginin normal sinirlar i¢inde olup olmamasi veya
normalde karsilasilmayan elektriksel aktivitelere rastlanilmasi kaslardaki sorunlari
belirlemek i¢in incelenen degiskenlerdir [80,82-84].

Kas kasilmas1 Ca™* salimmi bitene kadar devam eder. Kas stimulasyonu Ca®
salinimint durdurdugu zaman troponin, aktin ve miyozin etkilesimini durdurur. Daha
sonra yeni bir sinir iletisi kas fibril zarina ulasana kadar Ca™ depolandigi yer olan
sarkoplazmik retikulum’a aktif kalsiyum salgilama sistemi ile geri pompalanir [80].
Deaktivasyon iki amaca hizmet eder: Ilki miyozin ¢apraz kopriileriyle, aktin
filamentler arasindaki mekaniksel iletiyi engellemesi, ikincisi ise ATP
parcalanmasinda rol alan miyozin ATPaz aktivitesini engeller. Kasin gevseme
durumu, aktin ve miyozin filamentlerinin orjinal durumlarina geri dénmesi sonucu
olusur [85]. EMG uygulamalar1 sonucunda elde edilen veriler; merkezi kontrol
stratejileri, sinir hiicreleri boyunca olan sinyalin sinir kas kavsagina transferi, motor
tinitede kas hiicrelerinin elektriksel aktivasyonu, karmasik biyomekaniksel olaylar
zinciri, agonist ve antagonist kas tendonlari tizerine etki eden ve kemiklere taginan
baskinin tiretimi hakkinda bilgi edinilmesini saglar [80-85].

2.5.5. EMG'nin Uygulanma Yontemi

N. ischiadicus'un seyri dogrultusunda 4 igne elektrot yerlestirilir. 1 elektrot ise
yalitimi saglamak icin farkli bir tarafa yerlestirilir. Igne ucuna yakin olan kas
bolgesinde o kasin kasilmasi i¢in beyinden gonderilen uyarilarin olusturdugu motor
tinite aksiyon potansiyelleri veya diger elektriksel aktiviteler cihazin ekranindan
izlenir. Kaydedilen ilk ve son degerler istenilen parametrelere gore Olgiiliir ve
karsilagtirma yapilarak sinirin rejenerasyon yetenegi tespit edilir [99-101].

2.5.6.EMG’nin Uygulanma Sebepleri

EMG ve sinir ileti incelemeleri sirasiyla medulla spinalisin 6n boynuz
hiicreleri, sinir kokleri, sinir aglari, ug sinirler, sinir kas kavsagi ve kas hastaliklarinin
tanisin1 koymada kullanilan bir yontemdir [95-98]. Uygulanmasi kolay olmasi
nedeniyle ¢ogu zaman tek basina veya goriintiileme teknikleri, kan biyokimyas1 gibi
diger yardimecir yoOntemlerle birlikte olast en kesin taniya go6tiirmek igin
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kullanilmaktadir [102]. Siklikla bel ve boyun fitiklarinin, ug¢ sinirlerin belli
noktalarda sikismasinin neden oldugu agrili durumlarda, his kusurlarinda [103],
ndropati ve miyopati [95,96] gibi hastaliklarin teshisinde, kol ve bacak
glicstizliiklerinin goriildiigli baz1 durumlarda, sinirli veya yaygin kas erimelerinde
sinir ve kaslarin ne kadar zarar gordiigiiniin 6l¢timiinde kullanilir [95-98].

2.5.7.EMG Hangi Durumlarda Yapihr?

Polindropatiler [86], diyabet [87], B, vitamini veya folik asit eksikligi [88]
gibi metabolik durumlar, bébrek yetmezligi [89] ve karaciger yetmezligi gibi organ
disfonksiyonlari, romatolojik hastaliklar, kronik alkol kullanimi [90] ya da bazi
meslek hastaliklarinda toksik madde alimlari, malign hastaliklar, guillain barre
sendromu [91] gibi otoimmiin hastaliklar, kalitsal nedenler [92], Motor n&ron
hastaliklar1 [93,94].6zellikle de periferik sinir demiyelinizasyonunda EMG kullanilir
[86-92].

2.6. Ozon Nedir?

Ozon ii¢ oksijen atomundan olusan bir kimyasal bilesiktir (Os3). Iki atomlu
normal atmosferik oksijenin (O;) ¢ok yiiksek enerji tastyan bir seklidir [Sekil 2.2.].
Oksijenin allotropudur, trioksijen olarak da tanimlanir. O3 oda sicakliginda renksiz,
karakteristik kokusu olan bir gazdir. Ismi Yunanca "koklamak" manasma gelen
ozein’den gelir. Alman kimyacit Christian Friedrich Schonbein (1799-1868)
tarafindan 1840 yilinda kesfedilmistir [104,105].

Sekil 2.2. Ozon olusumunun kimyasal formiilii [104].

Zemin seviyelerine yakin yerlerde 10 milyon hava partikiilii bagina bir partikiil
0O; 200 pg/ml (0.1 ppm) konsantrasyonlarinda duman seklinde bulunur. 2000 metre
yiikseklikte, ¢ok daha azalarak 0.03-0.04 ppm seviyelerine diiger. 1860 yilinda
Monako sehrinin su aritma tesisinde dezenfeksiyon amaciyla ozon kullanilmaya
baglanmigtir. Ozonun bu dezenfekte edici etkisi gliglii okside edici 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Ozon kimyasal yapisi itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla
birlikte, florin ve persiilfattan sonra, bilinen ii¢lincli en giiclii oksidan maddedir
[105].

Ozon terapi, saf oksijen ile ozonun % 0,05-5 O3; % 95-99.95 O, olacak
sekilde belirli oranlarda karistirilip, bu karisimin degisik yontemlerle hastaya veya
denege uygulanmasini igeren bir tedavi seklidir [106,107]. Bu karisim intravendz,
intramuskuler, intraartikiiler, intraplevral, intrarektal, intradiskal ve topikal de
uygulanabilir [109,110].
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2.7. Medikal (Tedavi Amacl) Ozon Nedir?

Kesfinden sonraki ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilirken yillar
icerisinde yapilan c¢alismalar medikal kullanimini giindeme getirmistir. Medikal
ozon, daima saf ozon ve saf oksijenin karigimi seklinde kullanilir. Uygulamaya bagh
olarak ozon konsantrasyonu 1-100 ug/ml (%0,05-5) arasinda degisir. Medikal ozon
uygulamasinin organizmada olusturdugu etkiler dikkate alinarak, bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Deri ve mukoza enfeksiyonlari, yara
iyilesmesi, tlimorler, peritonitler, ortopedik hastaliklar, goz hastaliklar1 ve dis
hekimliginde kullanilmaktadir [108].

Arastirmalar, ozonun onemli Olgiide anti-bakteriyel, anti-viral ve anti-fungal
etkisi oldugunu gostermistir. Ozonun ¢esitli dolasim bozukluklarinin tedavisinde
dolasimi uyarici olarak yararli oldugu ve organik islevlerin yeniden
canlandirilmasinda ¢ok etkili oldugu ispat edilmistir. Ozon sayesinde olusan
aktivasyona cevap olarak, viicudun bagisiklik hiicreleri sitokin adi verilen 6zel
habercileri tiretir. Sitokin interferon ya da interlokin gibi dnemli aracilari igerir. Bu
haberciler hastaliklara direnmek icin goérevli biitiin bagisiklik sistemi boyunca
zincirleme bir sekilde pozitif degisiklikler olusturarak diger bagisiklik hiicrelerini
haberdar ederler. Ozon, bagisiklik sisteminin gii¢lii bir diizenleyicisidir. Bu benzersiz
ozelligi ile aktif olarak bagisiklik sistemleri lizerinde etkilidir [110-115].

Akciger ve gozler ozonun toksik etkisine en hassas organlardir. Gozdeki
irritasyonu ve akcigere olan etkileri; konsantrasyon, sicaklik, nem ve maruz kalinan
stireye bagli olarak degisir. Diisiik konsantrasyonda ozon inhalasyonu, bogazda
irritasyon ve buna bagli Oksiirige neden olabilir. Yiiksek konsantrasyonlardaki
inhalasyon ise brongiyal mukoza ve pnomosit hiicresi hasari buna bagl akciger
O0demine neden olabilir [107,113].

2.7.1.Medikal Ozon Uygulamalarmmin Tarihcesi

1915 yilinda Dr. Albert Wolf 1. Diinya Savasinda gangren ve atesli silah
yaralarini ozonla tedavi etmeyi basardi.1926 yilinda Dr. Otto Warbrug kanserin;
viicuttaki hiicrelerin oksijen aliminin yetersizliginde gelistigini kanitladi. Bu
konudaki ¢alismalar1 ile 1931 ve 1944 Yilinda Nobel 6diili aldi. 1935 yilinda Dr. E.
Payr cerrahide, Dt. E. A. Fisch dis hekimliginde ozonu kullandi. 1937 yilinda Dr. P.
Auburg cerrahide ozonu rektal uyguladi. 1957 yilinda Dr. J. Hansler medikal ozon
jeneratorii patenti aldi. 1958 yilinda Dr. J. Hansler ve Dr. Hans Wolf derideki
hastaliklarda, ozonu bagging yontemi ile uyguladi. 1968 yilinda Dr. Hans Wolf
Frankfurt, Almanyada major otohemoterapi yontemini ortaya koydu.1975 yilinda Dr.
Buckley ve arkadaslari ozon tedavisinde peroksit olusumu ile saglanan yiiksek
oksijenlemenin glutatyon enzim sistemi iizerinden eritrositleri aktive ettigini ilk kez
kanitladi. Ayn1 yonde diger bilimsel calismalar 1979 yilinda Dr. Freeman ve
arkadaslari, 1977 ve 1986 yillarinda Dr. Washiittl ve arkadaslari, 2001 yilinda da Dr.
Lell ve arkadaslar1 tarafindan da ortaya konuldu. 1976 yilinda Dt. R. Tirk dis
hekimliginde ozonlu su ile hastalarini tedavi etti. 1977 yilinda Dr. Renate Viebahn
ozonun viicuttaki etkilerini fizyolojik olarak acikladi. Ayni yil Dr. O. Ratikansky
cerrahide ozonla basarili sonuglar aldi. 1979 yilinda Dr. George Freibott ilk kez
AIDS hastalarinda ozon terapi uyguladi. 1981 yilinda Dr. H. Werkmeister diisiik
ozon dozlarinin yaralar iyilestirdigini gosterdi. 1981 yilinda Dr. Ziad Fahmy
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intraartikiiler (eklem i¢i) ozon tedavisiyle hastalarini tedavi etti. 1987 yilinda Dr. H.
G. Knoch cerrahi kolit hastalarini rektal uygulama ile tedavi etti. 1989 yilinda Dr. E.
Riva Sanseverino omurgada ozon tedavisi uyguladi. 1990 yilinda Dr. Bocci ozonun
immun sistemi nasil giiclendirdigini bilimsel olarak kanitladi. 1991 yilinda H.
Kirchner dis hekimliginde kanal tedavilerinde ozonu basariyla uyguladi.1998 yilinda
Dr. Bocci ve Dr. Leon, 1999 yilinda da Dr. Peralta farmokolojik olarak ozonun
serbest radikallere karsi antioksidan sistemleri nasil aktive ettigini bilimsel olarak
gosterdi. 2001 yilinda Dr. Lell ve arkadaslari ozon verilmis hayvanlarin daha sonra
sitma etkeni ile hastalandiklarinda etkenin kan hiicrelerinde biiytiytip tireyemedigini
gosterdi [104,105,108-116].

2.7.2.Medikal Ozon ve Etki Mekanizmasi

Kan ozon/oksijen ile karsilastiginda asagidaki biyokimyasal reaksiyonlar
olusur. Oksijen 'Henry Kanunu' geregi ¢6ziiniir ve 5-10 dakika i¢inde vendz kan
icindeki hemoglobini tamamen satiire hale getirir. Plazmada ¢oziinen oksijen de
ortalama oksijen basincini 350-400 mmhg’ye cikarir. Ozon sivilarda oksijenden
yaklasik 10 kat daha kolay ¢oziiniir ancak Henry Kanununa uymaz. Bunun nedeni
plazma ile karsilastiginda saniyeler igerisinde molekiiler oksijen ve oksijen radikaline
dontismesidir [115].

Ortaya ¢ikan oksijen radikalleri plazmanin suyu ile reaksiyona girerek hidrojen
peroksit olusumuna neden olur. Hidrojen peroksit organizmada bilinen en 6nemli
ikinci habercilerden bir tanesidir. Plazmada yiiksek konsantrasyonda olusur ve hizla
sekilli elemanlarin icine girer. Ortaya ¢ikan oksijen radikallerinin ikinci hedefi
plazmadaki ¢ift bagdan zengin molekiillerdir (6zellikle siilfidril gruplarindan zengin).
Bu molekiillerin ¢ogu plazmanin antioksidan kapasitesinin énemli bir boliimiinii
olusturan fire, iirik asit ve albumindir. Antioksidan 6zelligi olan bu molekiillerin ozon
aracilig1 ile oksitlenmesi kan plazmasinin redoks dengesini gecici olarak degistirir ve
terap6tik sok denilen siirece neden olur. Eritrositler bu duruma antioksidan ve
antiinflamatuar yollarla reaksiyon gosterirler [115].

Bunlarin yaninda ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) ile de ayni reaksiyona
girerek, LOP (lipids oxidation products) adi verilen okside lipid tirtinleri olustururlar.
Bu tirtinler dolagima girdikten sonra tiim dokulara yayilir ve basta immun sistem ve
kemik iligi olmak tizere aktivasyon artisina neden olur [108,115]. Ozon ile artan
aktivasyona yanit olarak viicudun bagisiklik hiicreleri, sitokin adi verilen 6zel
haberciler tiretirler. Bu hiicreler, enfeksiyonlara direnmek i¢in uyarilan immun sistem
boyunca diger bagisiklik hiicrelerini uyarir [112]. Ozon lipid peroksidasyonunu ve
oksidatif mitokondrial hasarin1 azaltarak ayrica antioksidan olan diger enzimlerin
salimin1 stimiile ederek infarktli bolgeyi sinirlar. Ek olarak, infarktli bolgede 6demi
ve eksitotoksik hasar1 da azaltir [113,118].

2.7.3.Medikal Ozon'un Terapotik (Terapi Amach) Gerekgesi

Medikal ozonun terapdtik endikasyonlari, ozonun disiik fizyolojik
konsantrasyonlarinin hiicre igerisinde o©nemli roller oynayabilecegi bilgisine
dayanmaktadir. Molekiiler diizeyde, bu tedaviye ait klinik kanitlar1 destekleyen farkli
etki mekanizmalar1 gosterilmistir. Ozonun terapdtik, etkili olmayan ve toksik
konsantrasyonlar1 ~ bulunmaktadir.  5-10 pg/ml ve daha disik ozon
konsantrasyonlarinin genis bir giivenlilik sinir1 igerisinde terapotik etkilere sahip
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oldugu kanitlanmistir ve dolayisiyla giinlimiizde terapétik konsantrasyonlarin 5-60
pg/ml arasinda oldugu kabul edilmektedir. Bu aralik lokal ve sistemik uygulama
tekniklerinde gegerlidir. Her uygulama yolunun minimum ve maksimum dozlarinin
yani sira kontrol edilmesi gereken konsantrasyon ve hacime sahiptir. Tiim terapotik
dozlar etki mekanizmasina gore ii¢ gruba ayrilmaktadir [110,111,114,116,118].

a. Diisiik Dozlar: Ozonun diisiik konsantrasyon degerleri 10 - 30 pg/ml dir. Bu
dozlar immiinomodulatér (bagisiklik sistemini diizenleyici) etkiye sahiptir ve
bagisiklik sisteminin etkilendigi yoniinde stiphenilen hastaliklarda kullanilmaktadir
[114,116,117,124].

b. Orta Diizeydeki Dozlar: Ozon'un orta konsantrasyon degerleri 30 — 50 pg/ml'dir.
Bu dozlar antioksidan enzim savunma sistemini uyarirlar. Diyabetes mellitus
(ozellikle tip 2 diyabet), [119-123] ateroskleroz, KOAH (kronik obstriiktif akciger
hastaligi) , parkinson [124], alzheimer ve senil demans (bunama) benzeri kronik
dejeneratif hastaliklarda en fazla fayday:1 saglamaktadir [114,116,117,119-123].

c. Yiiksek Dozlar: Ozon'un yliksek konsantrasyon degerleri ise 50 - 80 pg/ml
arasinda degisir. Ozellikle iilserde veya enfekte yaralarda uygulanmaktadir. Ozonize
su [126,132] ve yaglarda kullanilmaktadir. Yagin ozonlanmasi tibbi jeneratorler ile
asla basarilamamaktadir; ¢linkii yag buharinin yiiksek voltaj borularina difiize
olmasinin 6niine gecilememektedir. Ortaya ¢ikan sonug ¢esitli toksik maddelerin
tiretilmesidir. Ozonun ¢ikisini kesen bir subaba sahip jeneratorler bunun istisnasidir
[114,127-130].

2.7.4.Medikal Ozon Tedavisinin Temel Ilkeleri

Herhangi bir ozon tedavisi uygulanmadan once dikkate alinmasi gereken {i¢
temel ilke vardir. 1. Zarar Vermemek, 2. Dozu Kademeli Artirmak, 3. Gerekli
Konsantrasyonu Uygulamak [110-118].

2.7.5.Medikal Ozon'un Ana Uygulama Yontemleri

Tibbi ozon lokal veya parenteral olarak uygulanabilmektedir. Ozonun cesitli
uygulama yontemleri tek basina veya sinerjik etki elde etmek i¢in birka¢ yontemin
kombinasyonu seklinde tatbik edilebilir [110-118].

2.7.5.1.Intraperitoneal Yontem

Prosediir; operasyon bolgesi dezenfekte edilerek sag alt kadrandan belirli
konsantrasyon ve hacimde intraperitoneal enjeksiyon yapilir. Bu yontem saglam
perinéryum ve epindryum kosullar1 altinda gergeklestirilmelidir. Bu nedenle ozonun
intraperitoneal enjeksiyonu sirasinda periferik sinir blokajin1 engellemek icin
denek/hasta anestezide olmamalidir. Igne yavasca gecirilerek uygulanmali ve
dogrudan sinire girisi, sinirde mekanik hasar1 ve sinir liflerinde oksidatif hasari
engellemek icin denegin ya da hastanin tepkileri goézlemlenmelidir [214].
Immiinokompetant hiicrelerin aktive olamamasi nedeniyle 80 pg/ml ve iizeri ozon
konsantrasyonlarindan kaginilmalidir [114,132]. Ozonun peritonitis olgularinda,
ozellikle intraperitoneal yolla uygulanmasi, hastaligin sagaltiminda 6nemli bir rol
oynar. Ozon hem gram (+) hem de gram (-) bakteriler {izerinde bakterisidal etki
gosterir. Ayn1 zamanda uyarici etkisi ile antioksidan sistemlerin aktive edilmesini
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saglar. Bu durum peritonitislerin sagaltiminda biiyiik bir 6nem arz eder [118]. Souza
ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir calismada, ratlarda fekal kontaminasyon ile
peritonitis olusturularak intraperitoneal ozon sagaltimi yapmigslardir. Ozonun,
bakterileri inaktif hale getirerek, sitokinlerin salinimini azalttig1 ve enfeksiyona karsi
yangisal cevabi sinirlandirdignr  gosterilmistir  [191]. Tavsanlarda yapilan bir
arastirmada, deneklerin kulaklarinda sukuamoz hiicre karsinomasi olusturulmus ve
sagaltim i¢in denekler 3 gruba ayrilmistir. Gruplardan birine sadece O,, digerine
03/0, karisimi intraperitoneal iifleme yontemiyle (kombine yontem) verilmistir.
Diger grup kontrol grubu olarak belirlenmis ve bu deneklere herhangi bir uygulama
yaptlmamistir. Calisma sonunda elde edilen bulgulara goére, O, verilen deneklerin
%23,1’nin yasadigl, ozon grubunda yer alanlarin %50’sinin yasadigi ve kontrol
grubunda ise %7,1’inin yasadig1 saptanmistir [110].

2.7.5.2. Major Otohemoterapi (MAHT)

Bu yontemde; bir miktar kan viicut disina alinarak, ozona dayanikli bir
sisede 5-10 dakika oksijen/ozon karigimiyla temas ettikten sonra tekrar ayni kisiye
geri verilir (ototransfiizyon). Bu uygulama sekli major otohemoterapi (MAHT)
olarak adlandirilmaktadir [105]. Aktive olmus trombositler biiylime faktorlerini
salarak iskemi ve {ilserli hastalarda iyilesmeye olumlu katki saglar [111,132].
Kullanilacak hacim araligi 50-100 ml arasinda degismektedir. Perfiizyon seti
kullanilmal1 ve asla polivinil kloriir (PVC)’den veya ozonla tepkimeye girebilecek
diger maddelerden {iretilmemelidir. Hemoliz riskinin artisi, 2,3-diphosphoglycerate
(2,3 DPG) 'nin indirgenmesi ve immiinokompetant hiicrelerin aktive olamamasi
nedeniyle 80 pg/ml ve tizeri ozon konsantrasyonlarindan kaginilmalidir [114,132].
MAHT uygulamalar1 sirasinda plazmada ¢6ziinen ozonun burada bulunan
antioksidanlar; bilirubin [133,134], askorbik asit [135], SH grubu tasiyan glutatyon
ve albumin [136] ile reaksiyona girer [133-136].

2.7.5.3. Minér Otohemoterapi (MiAHT)

Ozonun diger bir uygulama sekli olan minér otohemoterapide ise 6zel steril
bir diizenek yardimiyla hastadan 10ml kan yavasca almir ve belirli
konsantrasyondaki oksijen/ozon karisimi bir dakika inkiibe edilir. Ozonlanmis 10 ml
kan intramuskiiler yolla hastaya geri verilir (steril ozona dayanikli tek kullanimlik
sarf malzemesi kullanilir). Eger kan icinde HCV, HBV ve HIV gibi viriisler var ise
ozon tarafindan inaktive edilip parcalanmis bu viriis atiklar1 bolgeye gelen immiin
hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Bu yontemle spesifik olmayan bagisiklik
sistem aktivasyonu yapilir, alerjik hastaliklarda ve immun sistemi giiglendirmekte
kullanilir [105,114,137].

2.7.5.4. Paravertebral Infiltrasyon

Omurganin 2 c¢cm lateralinden infiltrasyon yapilir. Ignelerin dagilimi daima
herni'nin 2 cm altinda ve 2 cm tizerinde bilateral ve lateralidir. Hastanin biinyesi
ve/veya tedavi edilecek alan dikkate alinirken 2 - 4 cm arasindaki bir derinlik
distintilmelidir. Bu prosediir i¢in 6nerilen igne biiytikligi 30 G x 1"(25mm)" dir
[110,111,114,125]. Servikal, lumbal ve dorsal hernilerde 10-20 pg/ml konsantrasyon
ve 5 ml hacim ozon kullanilir [114,125,138].

2.7.5.5. intraartikiiler (Eklem I¢i) Infiltrasyon
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Konsantrasyonu 5-20 pg/ml'ye ayarlanir. Eklem biiyiikligliniin fonksiyonu
olarak ekstremitelerin distal kismina 1-2 ml hacim verilirken diger boliimlere 5-20
ml hacim verilir [114,171,175].

2.7.5.6. intradiskal (Disk I¢i) Infiltrasyon

Mobil radyolojik gortintiileme, floroskopik kontrol ya da Bilgisayarl
tomografi (BT) altinda, 2-4 haftada bir tekrarlanabilmesine ragmen, genel olarak
sadece bir kez disk i¢i infiltrasyon (enjeksiyon) yapilmalidir. Lomber diskoliziste;
25-30 ug/ml konsantrasyonunda 5-10 ml hacim oksijen-ozon Kkarigimi
kullanilmaktadir [114].

2.7.5.7. Peridural (Translaminal) infiltrasyon

20 ug/ml konsantrasyon ve 5 ml hacim oksijen-ozon karisimi kullanilir. Disk
ici yonteme gore indirekt yontem olmasina ragmen disk hernisinin tedavisinde
distiniilmesi gereken alternatifler translaminal peridural yontem veya hiatus sacralis
yoludur; cilinkii bu yontemle radyasyon riskine maruz kalmaz. Siipheli disko-
radikiiler bolge seviyesindeki spatium periduralede gaz birikimi diskte ve hasar
gormiis sinir kokii tizerinde etkili olmaktadir [125,138]. Basart oram1 %70’in
tizerindedir, iyilesmek i¢in minimum siire gerektirir. Her durumda, yorumu yapilan
tic teknik kesin asepsis (bakteri, viriis, mantar, parazit gibi hastalik yapic1 maddelerin
bulunmamasi veya bu maddelerle temas edilmemesi) ve sterilite 6nlemleri gerektirir
[110-114,125,138].

2.7.5.8. Subkutanéz (Deri Alt1) Uygulama

Kullanilacak ozon konsantrasyonu 30 G igneyle ve diisiik hacimde (1-2 ml
hacim) gazla birlikte, 5-10 pg/ml’dir. Noropatik agrimin tedavisinde de etkilidir
[86,95,96,114].

2.7.5.9. Ozon Torbalama (Bagging) Yontemi

Ozellikle ekstremitelerdeki infeksiyon, iilser ve lokal deri lezyonlarinda tek
veya major otohemoterapi ile kombine olarak uygulanan etkin bir yontemdir [132].
Deri 1slatildiktan sonra 6zel dizayn edilmis bir torba ile lezyonun oldugu bélge
cevrelenir. Torbanin gaz karisimini torba igine veren ve gazi emen giris ve ¢ikislar
bulunur. Torbalama tedavisi boyunca gaz giris ve ¢ikisi ayn1 hizda devam eder [139].
Lezyonun asamasina ve gelisimine gore 20-30 dakika 20-60 pg/ml konsantrasyonlari
kullanilir [132,139].

2.7.5.10. Ozon Kupalama (Capping) Yontemi
15-20 dakika arasinda degisen tedavi stirelerinde 15-60 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlar kullanilmaktadir [110-116].

2.7.5.11. Fistiillerde Insiiflasyon

Insiiflasyon ozon gazi iifleme yontemidir. Kutandz, perianal ve cerrahi
fistiillerde olmak tizere basingla olusabilecek tehlikeli ve agrili artiglar1 6nlemek i¢in
kapal1 bosluk igerisinde bloke olma ihtimali veya kistik tarzda gaz birikiminin
olusabileceginin akilda tutulmasi gerekir [114].

2.7.5.12. Vajinal Insiiflasyon
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Bu uygulama ozon yikici (destriiktor) cihaz gerekmektedir. Bu uygulama
icin 10 dakika 0.1-0.2 1/dak. siirekli akis hizinda 1000-2000 ml hacim ve 20-40
ng/ml konsantrasyonunda ozon kullanilir [110-118].

2.7.5.13. Vezikoiiretral Insiiflasyon

Mesane veya iiretra icerisine 50-100 ml arasinda ozon verilir. Onerilen
konsantrasyonlar 10-25 pg/ml arasindadir. Tedavi tek olarak veya ozonlu suyla
yapilan bir 6n irrigasyon prosediiriiyle birlestirilebilmektedir [140,141].

2.7.5.14. Otik (Kulak) Insiiflasyonu

Auris eksternus nemlendirilir ve ardindan destriikt6rli enjektorle veya 6zel
bir kulaklikla instiflasyon gerceklestirilir. Kulak zar1 inspeksiyonu yapilmalidir ve 5
dakika stire ile 20-30 pg/ml arasindaki ozon konsantrasyonlart kullanilmaktadir [110-
118].

2.7.5.15. Rektal Insiiflasyon

Kullanilacak konsantrasyonlar hastanin oksidatif stres evresine ve tedavi
edilecek patolojiye baglidir. Rektal insiiflasyonu uygulamak i¢in, anal sfinkterin 1-2
cm igerisine kateter sokularak yapilir [140,141].

2.7.5.16. Ozonlanmis Salin (Serum Fizyolojik) Cozeltisi

Prosediir; 10 dakika % 0.9 luk 200 ml salin c¢ozeltisinde kabarcik
olusturmak (s1v1 iginden ozon gazi gecirmek), bu siire 20 pg/ml konsantrasyonundan
200 pg/ml konsantrasyonuna kadar uzanan yeterli ¢ozelti satlirasyonunu elde etmek
icin gerekli stiredir. Ardindan, 25-30 dakika boyunca hastaya bir serum setiyle bu
¢ozeltinin transfiizyonuna baglamak, ¢ozeltideki konsantrasyonu korumak i¢in sisede
stirekli ozon kabarciklarinin olusmasit saglanir. Transfiizyon sirasinda kabarcik
olusumunu stirdiirmeksizin ¢ozeltideki ozon konsantrasyonunu koruyan bir ozon
ekipmani bulunmaktadir [141-143].

2.7.5.17. Ozonlu Su, Yag ve Kremlerle Topikal Uygulama

Yara, tlser ve cesitli enfekte lezyonlara karsi farkli konsantrasyonlarda
uygulanmaktadir. Dezenfeksiyon, rejenerasyon yetenegi ve uygulanacak olan doku
tiiriine gore yiiksek, orta ve diisiik doz verilir [144]. Bir takim deri infeksiyonlarinin
tedavisinde ozonun deriye direkt ya da ozonlanmis yag veya kremin topikal
uygulanmasidir (diyabetik {ilser, yanik, cerrahi yaralar, abse ve radyodermatit)
[128,139,144].

2.7.5.18. Oftalmolojik Yontem

Oftalmolojik olgularda (keratit, korneal {ilserler, konjunktivit, makiiler
dejenerasyon ve g6z yaniklar), g6z c¢evresine gore ayarlanmis 6zel bir gozlik
kullanilmaktadir. Oncesinde anestezik géz damlalar1 uygulanir ve 5 dakika 20-30
pg/ml ozon konsantrasyonu verilir. 35 pg/ml konsantrasyon ve 1-2 ml hacim
subkonjunktival ozon uygulamasiyla birlestirilebilmektedir [165, 166].
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2.7.6. Onerilmeyen ve Yasaklanan Uygulama Yollar

2.7.6.1. Ozonun Direkt Ven6z Uygulanmasi

Hassas akis kontroliine ihtiya¢ duyulan intravendz tedavi, infiizyon
pompalari ile uygulanmaktadir [145]. Yavas inflizyon pompasiyla 20 ml hacminde
kullanilmasinda dahi meydana gelebilen hava embolizmi riski nedeniyle
uygulanmamasi kesin olarak oOnerilir [110,111]. Yar1 omiirlii yada yiiksek riskli
ilaclarin uygulamasinda bu cihazlarin ¢caligma giivenliginin arttirildigin1 gérmekteyiz.
Fakat bu cihazlarda istenilen orandan daha yiiksek miktarda ilag uygulamalarina yol
acacak programlama hatalarinin 6niine heniiz gecilmis degildir [145].

2.7.6.2. Yasaklanan Uygulama Yolu

Solunum yolu (inhalasyon) yiiksek diizeyde toksik olmasi nedeniyle
uygulanmasi yasaklanmistir. Akcigerin anatomik ve biyokimyasal 6zellikleri ozonun
verdigi oksidatif hasara karsi bu organi son derece hassas kilmaktadir [107,110,113-
115].

2.7.7. Medikal Ozon Kullaniminda Dikkat Edilmesi Gereken Durumlar ve

Biyokimyasal Etkileri

Ozon, higbir zaman saf olarak verilmemeli ve belli oranda oksijenle
karistirilarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen %95°den az, ozon da %S5’ten
fazla olmamalidir. Normal atmosfer havasinin bu karigima girmesi engellenmelidir.
Ciinkii ozonun reaktif 6zelliginden dolay1 hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan
nitrojen dioksit (N,O,) olusabilmektedir. Ayrica emboliye sebep olmamasi i¢in ozon
gaz olarak damar sistemi igerisine verilmemelidir [105].

Ozon, diger gazlar (O,, CO,) gibi suda ¢6zlinebilir. Ozon oksijene gore 1,6 kat
daha yogun ve suda ¢oziiniirliigii 10 kat daha fazla olan bir molekiildiir. Saf suda
diger gazlar gibi Henry kanunu'na (Sivi ile temas halinde olan bir gazin basinci
arttirilldikca, o gazin temas halinde oldugu sivi igerisindeki ¢6zliniirliigii artar) [146]
gore ¢Oziinlir. Coziinmesi 1siya, basinca ve konsantrasyonuna baglidir. Biyolojik
stvilarda ise ozon oksijenden farkli olarak hizlica biyomolekiiller ile reaksiyona girer.
Uygulanan ozon/oksijen karisimindaki ozon afinitesi sirasiyla; ¢oklu doymamis yag
asitleriyle, antioksidanlarla ve sistein gibi siilthidril (SH) grubu tasiyan tiyol
bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozonun miktarina bagli olarak karbonhidratlar,
proteinler (dolayisiyla da enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilir.
Tim bu bilesikler ozon karsisinda elektron donérii gibi davranarak oksitlenirler.
Sonugta siiperoksit (O2:-), hidrojen peroksit (H,O;) ve hipoklorik asit (HCIO) gibi
reaktif oksijen tiirevleri (ROT) olusur. Bu reaksiyonlardan en 6nemlisi doymamis
yag asitlerinin oksidasyonudur. Ana reaksiyon asagidaki gibidir [Sekil 2.3.]
[111,147].

R-CH=CH-R’ + O3+ H20 — R-CH=0 + R’-CH=+ H202

Sekil 2.3. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu [25,111].
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Bu reaksiyonda her hidrojen peroksit ile birlikte iki de lipit oksidasyon iiriinii
(lipid oxidation products; LOP) olusmaktadir. Lipit oksidasyon iirtinleri i¢in iyi
bilinen ornekler sunlardir; lipoperoksit radikalleri, hidroperoksitler, malondialdehit
[147] , izoprostan, alkenaller ve 4-hidroksi-2,3-trans nonenal (HNE) [148,149].
Ozonun temel biyolojik etkilerinin [Sekil 2.4.] ortaya c¢ikmasi igin serbest
radikallerin varligi onemlidir. Serbest radikaller, cesitli patolojik siire¢lerin
baslaticis1 olabilecegi gibi ara basamaklarda veya reaksiyon sonucunda ortaya
cikabilen reaktif maddelerdir. Bunlar, organizmada aerobik solunum sirasinda
mitokondride ve fagositlerde solunum patlamasi gibi ¢esitli fizyolojik durumlarda da
olusabilmektedir [111].

Substrat ileticiler Hedefler Fonksivonel Desisiklikler
Eritrosit O, tasinmasimn artirslmas:
ROS é Likosit Bagisiklik sisteminin aktivasyonu
P Trombosit Biiyiime faktérlerim salinim
L
Oy ——» A Endotelyum NO saliniminin artmasi
z LOP < Kemik iligi Kék hiicre ve erttrosit olusumu
M Diger Organlar Antioksidan enzimlerin artirilmas:
A

Sekil 2.4. Medikal ozon uygulama sonrasi ortaya ¢ikan temel biyolojik etkiler [203].

Aerobik canlilar serbest radikallerin toksik etkilerinden korunmak igin
antioksidan sistemler gelistirmislerdir. Non enzimatik olanlar; iirik asit, askorbik asit,
protein (6zellikle albumin), protein olmayan tiyoller, vitamin E ve bilurubindir.
Enzimatik olanlar ise siiperoksit dismutaz (SOD) [150] katalaz (CAT) [151] ile
glutatyon peroksidaz (GPx) [152,153] glutatyon s-transferaz (GST) [154,155]
glutatyon (GSH) [156] ve glutatyon rediiktazdan (GR) [157] olusan glutatyon
sistemidir [111].

Reaktif molekiiller ve bunlarin ¢esitli biyolojik molekiillerle reaksiyona
girmesi sonucu ortaya ¢ikan oksidasyon iriinleri dusiik konsantrasyonlarda
(fizyolojik  diuizeylerde) hiicrede ©Onemli roller ustlenmektedir. Sivilardaki
¢coziinlirliigli fazla olan ozon'un bir kismi plazmada bulunan antioksidanlar ile
reaksiyona girerek bunlarin miktarlarin1 azaltir. Bu anlik olaylar sirasinda cesitli
reaktif oksijen radikalleri de olusabilmektedir. Bu radikallerin yar1 émrii ¢ok kisa
oldugu i¢in ototransfiizyondan dnce bunlar ortadan kalkarak yerini lipit oksidasyon
tirtinlerine birakirlar. Bu {riinler, biiylikk oranda kandaki baskin hiicre olan
eritrositlerin membranlarinin oksidasyonu ile ortaya ¢ikar. Eritrosit membranindaki
doymamig yag asitleri oksidasyona ¢ok duyarlidir. Bu reaksiyonlar sirasinda ortaya
cikan hidrojen peroksit, molekiil yapisi itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir
molekiildiir [110-112, 116, 144].

Hidrojen peroksitin ozonun tedavi edici etkinliklerinin en azindan bir
kismindan sorumlu ikincil habercisi gibi davrandigi kabul edilmektedir. Ilk
etkilerinden biri eritrositlerde 2,3-difosfogliserat [158] diizeyini artirma yoluyla
hemoglobin-oksijen ayrisma egrisinin saga kaymasina ve bdylece oksijenin dokulara
daha kolay birakilmasina neden olmasidir. Plazmada konsantrasyonu artan hidrojen
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peroksit kolayca hiicrelerin igine diffiize olarak; 16kosit ve endotelyal hiicrelerde
cesitli interferon, interlokin ve transforme edici biiyiime faktorii (TGF) yapiminmi da
artiran uyarilar1 tetikler. Lipit oksidasyon {irtinlerinin yar1 omiirleri ise saatlere
varabilmekte, dolayisiyla ¢mrii ¢ok kisa olan oksijen radikallerinin ilk etkileri
sonrasinda ozonun gecikmis etkilerinden sorumlu tutulmaktadir [110, 111, 116].

Ozonun konsantrasyonuna bagli olarak artan kuvvetli okside edici 6zelligi
nedeniyle belli bir orandan sonra viicut i¢in de toksiktir. Antioksidan savunma
sistemleri once ozon oksidasyonuna karsi koyacaktir. Plazmanin sahip oldugu genis
antioksidan kapasite ve eritrositlerdeki antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon
toksisitesine karst en direngli dokudur. Kan tedavisinde, tiim kanda 80 veya tizeri
ng/ml ozon konsantrasyonlar1 da kabul edilmemelidir; ¢linkii hemoliz riski artar (ml
olarak tiim kanda 100 pg ozon i¢in %10’a kadar), 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG)
diiser ve sonug¢ olarak, immiinokompetan hiicreler etkinlestirilemez. Yapilan
calismalarda ozonun terapotik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak belirlenmistir
[111,159,160].

Ozon uygulamasi ile hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin de uyarildig1
bildirilmistir. Bu enzimin artisindan gerek serbest oksijen radikalleri, gerekse
yukarida sozii edilen ilimli eritrosit hemolizi sorumlu olabilir. HO-1, hem halkasinin
yikim yolunda gorev alan mikrozomal bir enzimdir ve yapimi oksidatif stres artisi,
proinflamatuvar sitokinler ve nitrik oksit (NO) ile uyarilabilmektedir. Bu enzim hem
molekiiltinii biliverdin ve karbon monoksit'e (CO) parcalar [161]. Son yillarda HO-1
ile yapilmig birgcok ¢alismada bu enzimin; antioksidan, antiapopitotik ve
antiinflamatuar etkilerinin oldugu gosterilmistir [162].

Ozon uygulamasi sonucu goriilen en etkin HO-1 artisinin [152,163] aymi
zamanda ozonun terapotik doz aralifi olarak da vurgulanan 20-80 pg/ml arasinda
ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Yine HO-1"in yaninda 1s1 sok protein-70’in de arttigi
gosterilmistir [164].

2.7.8. Bir Farmasotik Madde Olarak Medikal Ozon

Gaz halindeki farmasotikler ayricalikhidir ve 6zel uygulama sekilleri
gerektirmektedir. Medikal ozon/oksijen karisimlar1 géz oniine alindiginda, oksijen
yalnizca ozon hazirlamak i¢in bir gaz olarak degil, ayn1 zamanda pratikte uygulanan
1.0-100 pg/ml konsantrasyon araligina karsilik olarak 0.05-5 ml hacim araligindaki
ozona bir solvent olarak kullanilmaktadir [105,111].

2.7.9. Medikal Ozon Tedavisinin Klinik Uygulamalar:

Ozon tedavisinin 6zellikle inflamatuar siirecin yogun olarak yasandigi ve
immiin sistemin 6n planda yer aldigi fizyopatolojik durumlarda tedavi edici etkisi
sasirticidir. Ozon uygulamalar1 yara iyilesmesi, yasa bagli makiiler dejenerasyon
[165,166], iskemik ve infeksiydz hastaliklarda yapilan vaka analiz c¢alismalarinda
olumlu etkiler gostermistir. Bunun yaninda basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan
hepatitlere kadar uzanan genis bir araliktaki g¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda etkin
olarak uygulanmaktadir [111].
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Martinez-Sanchez ve arkadaslar1 diyabetik ayak gelismis hastalarda yaptiklar
calismada ozon tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir [167,168]. Bu c¢alismada
ozon tedavisi uygulanan hastalarda antibiyotik tedavisi alanlara gére yara iyilesmesi
hizlanmis, hastanede kalma stireleri kisalmis, glisemi diizeyleri daha iyi kontrol
edilebilmis ve antioksidan enzim diizeyleri artmis olarak bulunmustur [111]. Ayrica
cesitli derecelerde artrit ve artroz vakalari ile romatizmal hastaliklar1 da kapsayan
ortopedik hastaliklarda da faydali etkiler rapor eden arastirmalar dikkat ¢ekmektedir
[169-171].

2.7.10. Medikal Ozonun Kullanildig1 Alanlar

Ozon ¢esitli hastaliklarin tedavisinde farkli uygulama sekilleri ve dozlarda
kullanilir. Ozonterapi diistik riskli ve genellikle standart medikal tedavilerin esliginde
tamamlayici, destekleyici ve yeniden yapilandirict bir metottur. Romatizmal
hastaliklarda (ankilozan spondilit ve romatoid artrit tedavisi) [171,175], hepatitlerin
(Hepatit B ve Hepatit C) [172,173], eklem Kkire¢clenmelerinin (artrozlar, eklem
stvisinin azalmasi vs.) [174,175], kemik erimesinin (osteoporoz) tedavisinde ve
osteonekrozda kullanilir [176].

Ayrica kronik yorgunluk ve fibromiyalji [177], 6zellikle lumbal disk hernisi
[125, 178,179], vertigo (bas donmesi) ve tinnitus (kulak ¢inlamasinin) [180], bas
agrist [181], multipl skleroz, parkinson gibi dejeneratif sinir sistemi hastaliklar
[182,183], hipertansiyon ve kalp hastaliklar1 [184], Tip 2 diyabet, diyabetik ayak
yaralari, kapanmayan yaralar, yaniklar [167,168,185,186], kanser (kemoterapi
etkinliginin arttirllmasi ve yan etkilerinin azaltilmasi) [187], tilseratif kolit [188],
gastrit ve mide tilseri [189], kalp damar hastaliklari, vendz yetmezlik [190-192], akut
ve kronik enfeksiyon hastaliklar1 [193,194], sedef hastalig1, vitiligo, egzema, liken
planus, skleroderma, mantar hastaliklari, akne gibi cilt hastaliklar1 [195], yashiliga
bagli gorme sorunlari (makiiler dejenerasyon) tedavisinde kullanilmaktadir
[165,166].

2.7.11. Yan Etki ve Kontrendikasyonlari

Bazi durumlarda ozon terapisinin uygulanmasi sakincali olabilir. Bu
durumlar: glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) enzim eksikligi [196,197],
Ozellikle erken donem olmak tizere hamilelik, anjiotensin konverting enzim (ACE)
inhibitorti tedavisi gorenler, hipertiroidi, hemofili , kontrol altina alinamayan
kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve ozona reaksiyon gosteren astim ve allerjik
hastaliklar1 olanlarda uygulanmasi sakincalidir [111].
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MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Rat (sigan) n. ischiadicus'u (siyatik siniri) memeli hayvanlar arasinda, elektron
mikroskopi diizeyinde bile insan sinir dokusundan ayirt edilemeyen hiicresel
detaylara sahip, ucuz ve temini kolay sinir dokusu kaynagidir [67]. Rat n.
ischiadicus'u ve dallar1 deneysel sinir cerrahisinde ve sinir rejenerasyonu
calismalarinda en ¢ok kullanilan sinirlerdir [68,69]. Bu nedenle ¢alismamizda
yaklasik 400-450gr agirhiginda 100 adet Rattus norvegicus Wistar albino tiirli geng
erkek rat kullanilmistir. Denekler tizerinde yapilan tiim islemler ve ¢alisma protokolii
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Yénetmeligine uygun olarak
yapilmistir. Deney Oncesinde biitiin ratlarin normal lokomotor aktivite (yliriime)
sergilemeleri kontrol edilmis, normal olmayanlar deney grubundan c¢ikartilmistir.
Biitiin bu islemler tiim gruplarda standart olarak uygulanmistir. Denekler Akdeniz
Universitesi Deney Unitesi laboratuvarinda kafesler icerisinde (standart kosul :12
saat giin 15181, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit 1sili odalarda) bakima
alinmustir.

Calisma boyunca siganlara, beslenmeleri i¢in standart ticari sigan yemi ve igme
suyu olarak da ¢esme suyu verildi. Hayvanlara beslenme ve su tiiketimlerinde bir
sinirlandirilma yapilmadi, siganlarin istedikleri kadar yem ve su tiiketmelerine izin
verildi. 100 adet Wistar sigcan rastgele 4 gruba ayrildi ve 3 farkli islem uygulandi.
Kontrol (n=20) , Sham (n=20), Grup 1 (n=30) ve Grup 2 (n=30) olarak sayilari
belirlendi [Tablo 3.1.1 ve 3.1.2]. Tiim gruplarin belirtilen stirelerde EMG 6l¢timd,
duyusal ve motor fonksiyon analizi yapildi.

Tablo 3.1.1. Rat gruplarinin sayisal dagilimi. Kontrol (n=20) , Sham (n=20),
Grup 1 (n=30) ve Grup 2 (n=30).

Gruplar | Fikse edilen grup | Fikse edilmeyen grup Toplam
Kontrol 10 10 20
Sham 10 10 20
Grup 1 15 15 30
Grup 2 15 15 30

Gruplar elektron mikroskobik ve biyokimyasal islemler i¢in 2 ayr1 alt gruba
ayrilmistir. Fikse edilen grup, EM (elektron mikroskopi) incelemesi i¢in transkardial
perfiizyon islemine tabi tutulmustur. Fikse edilmeyen grup ise biyokimyasal analizler
icin kan ve doku ornekleri alinan gruptur. Bu nedenle Kontrol ve Sham gruplarinda
denek sayisi fikse edilen ve edilmeyen alt grupta 10'ar tane olarak belirlenmistir
[Tablo 1 ve 2]. Kontrol ve Sham grubu disindaki denek sayisinin her bir alt grupta 15
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olmasinin nedeni siyatik sinir kesisi uygulanan deneklerin kesi uygulanan
ekstremitelerine saldirarak yeme davranisi (ototomi) gostermeleridir. Bu davranist
gosteren deneklerin etik agidan deneyden c¢ikarilmasi gerektiginden yiirlime patern
analizi yapilabilecek denek sayisi azalacaktir. Bu sebeple her bir alt grupta ototomi
davranisini gosterebilecek 5 denek de dikkate alinarak denek sayisi 15 olarak
belirlenmigtir [Tablo 3.1.1 ve 3.1.2].

Tablo 3.1.2. Rat sayilarinin gruplara gére grafigi.

w
o
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M Fikse edilecek grup

Rat sayilan
=
(9]

M Fikse edilmeyecek grup

=
o

i Toplam

wu

Kontrol  Sham Grupl  Grup2

Gruplar

Kontrol ve Sham grubuna herhangi bir madde enjeksiyonu yapilmadi. Kontrol
grubuna sakrifikasyon giiniine kadar hi¢bir cerrahi islem uygulanmadi. Sham
grubuna calismanin baslangicinda ameliyat stresi yaratildi fakat siyatik siniri
cerrahisi yapilmadi. Grup 1'e herhangi bir madde enjeksiyonu olmadan siyatik siniri
kesilip dikildi. Grup 2’nin hem siyatik sinirleri kesilip dikildi hem de 5 ml hacim ve
40pg/ml konsantrasyonunda ozon intraperitonal olarak enjekte edildi. Bu grupta,
sicanlarda siyatik sinirin yapist ve fonksiyonu iizerine ozonun etkisi degerlendirildi
ve diger gruplarla karsilastirildi. Gruplar arasinda siyatik sinir fonksiyon indeksi
(SFI) karsilastirmast yapildi.

3.2. Cerrahi islemler

Cerrahi islem 6ncesinde denegin, 15 mg/kg XylazinHCI (Rompun®) ve 100
mg/kg Ketamin’in (Ketalar®) intraperitoneal enjeksiyonu sonrasi yeterli anestezisi
saglanmistir. Daha sonra sol arka ayak yeterli oranda tiraslandiktan sonra, flaster
yardimiyla sol arka ekstremite ve kuyruk sabitlenerek uylugun arka-yan kisminda
longitudinal bir kesi uygulanmistir. Makas veya pens yardimiyla gluteal kaslar ve
biceps femoris kasi arasindan girilerek sol siyatik sinire ulagilmigtir. Daha sonra
uyluk ortasindaki bir seviyede cerrahi mikroskop altinda siyatik sinirin total kesisi
(grup 1,2) yapilmistir [Sekil 4]. Siyatik sinir kesisi uygulanmasindan hemen sonra
sinir uclar1 10.0 dikis materyali ile koapte edilmistir.
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Sekil 3.1.Siyatik Sinirin Kesisi ve Dikimi. A. Siyatik Siniri Normal Goriiniimii. B. ve C. Sinir kesisi.
D. Sinir Dikimi.

Cerrahi islem sonrasinda cilt derisi 2.0 dikis materyali ile kapatilmis ve
antiseptik soliisyon ile kesi bolgesi silinmistir. Cerrahi operasyon sonrasi agrinin
dindirilmesi amaciyla Tramatol HCl (Contramal®) uygulanmistir. Denekler her
kafeste 4 adet olacak sekilde postoperatif bakim odasinda sinirsiz yem ve su
verilerek iyilesmeye birakilmistir. Cerrahi islemin uygulandigi giin 0. giin olarak
degerlendirilmistir. Tiim degerlendirme testleri bittikten sonra (8. hafta) EMG
Ol¢timlerini takiben siyatik sinir kesisinin uygulandigi yerin distal boliimii alinarak
biyokimyasal ve ultrastriiktiirel analizde kullanilmistir.

3.3. Ozon Terapisi

Ozon, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Anabilim dali Algoloji (Agr1 Bilimi) Unitesinin izni, bilgisi ve kontrolii dahilinde
'Hermann model' ozon jeneratorii tarafindan temin edildi [Sekil 3.2.1. ve Sekil 3.2.2].
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Sekil 3.2.1. Ozon hazirlanmasinda kullanilan HERMANN model ozon jeneratorii.

Ozon %0,05-5 O3; %95-99,95 O, olacak sekilde HERMANN model ozon
jeneratoriinde hazirlanmistir. Jenerator istenen ozon konsantrasyonuna ayarlanir ve
tiretilir. Ozonizerin ¢ikisina bir siringa oturtulur ve hava ile karismasindan kaginmak
gerekir. Kesi sonrasi tedavi uygulanan gruba (Grup 2) 2 ay siire ile intraperitoneal
olarak ilk ay her giin, 2.ay haftada 2 kez her sigana 35-40 ug/ml konsantrasyon ve 5
ml hacim ozon intraperitoneal yolla enjekte edilmistir.

Sekil 3.2.2.Enjektoriin ozon jeneratoriinde yerlestirildigi yer ve ozon konsantrasyon (pg/ml) ve
hacminin (ml) ayarlandig1 kisim.
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3.3.1. Kontrol Grubu

Bu grupta herhangi bir cerrahi islem ve ozonterapi yapilmadan denekler 8
hafta boyunca yasatilip, degerlendirme testleri ve EMG 6l¢iimleri yapildiktan sonra
siyatik sinir dokular1 alinmistir ve diger gruplarla karsilastirilmistir.

3.3.2. Sham Grubu

Bu grupta, herhangi bir cerrahi islem ve ozon enjeksiyonu yapilmamistir;
sadece ameliyat stresi yaratilmistir. Sakrifikasyon giiniine kadar yasatildiktan sonra
sinir dokulart alinmistir ve diger gruplarla karsilastirilmistir.

3.3.3. Grup 1 (Kesi grubu)

Bu grupta, siyatik sinir kesisi uygulandiktan sonra sinir uglart 10.0 dikis
materyali yardimiyla epinoral olarak onarilmis. Daha sonra denekler postoperatif
bakim odasinda sakrifikasyon giiniine kadar yasatilmistir. Bu gruba cerrahi islem
uygulanmis fakat ozon enjeksiyonu yapilmamaistir.

3.3.4. Grup 2 (Kesit+ ozon grubu)

Bu grupta, siyatik sinir kesisi uygulandiktan sonra sinir uglart 10.0 dikis
materyali yardimiyla epindral olarak onarilarak ozon+oksijen (HERMANN model
ozon jeneratorii tarafindan hazairlanarak) verilmistir. Cerrahi islem uygulandiktan
hemen sonra 08.05.2013 tarihinden itibaren 1 ay diizenli olarak her giin 35-40 pg/ml
konsantrasyonda her bir sigana 5 ml hacimde olacak sekilde ozon intraperitoneal
olarak verilmistir. Ikinci ayda 08.06.2013 tarihinden itibaren ise haftada 2 kez
intraperitoneal olarak ozon enjeksiyonu yapilmistir. Ozellikle ozon'un jeneratorden
alindiktan kisa bir siire sonra uygulanmasina dikkat edilmis, hava ile temasi
engellenmistir. Enjeksiyondan dnce ve enjeksiyon sirasinda i¢i ozon+oksijen ile dolu
20 veya 10 cc lik enjektorler 35-40 pg/ml'lik ozon konsantrasyon seviyesini
azaltmamak i¢in giines 15181 gecirmeyen, buz kaliplart barindiran ¢antada muhafaza
edilmistir. 8.haftanin sonunda deneklere tiim gruplara uygulanan degerlendirilme
testleri ve EMG analizi yapilmis olup sakrifiye edilerek sinir dokular1 alinmistir.

3.4. Degerlendirme Testleri

3.4.1. Motor Fonksiyon Testi (Yiiriime Patern Analizi)

Siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel olarak izleminde ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin giiniimiizde kullanilanlar1 arasinda siyatik sinir
fonksiyon indeksi, bagparmak yayilma testi, ekstensor postural zorlama, nosiseptif
fonksiyon testi, gastrokinemius ve soleus agirlik ve/veya hacim 6l¢timii ve kinematik
Olctimler sayilabilir [208,209].

Bu calismada deneklerin sinir rejenerasyonunun klinik takibinde Siyatik Sinir
Fonksiyon Indeksi (SFI) kullamildi. Yiiriime analizi 60 cm uzunlugunda, 7.8 cm
genisliginde, 10 derecelik egime sahip bir yiirime bandi {izerinde yapildi [Sekil
3.3.a-c.].

27



Sekil 3.3.a-c. Siyatik fonksiyon indeksini (SFI) elde etmek igin yapilan yiiriime analiz testi
degerlendirmesinde kullandigimiz ve hazirladigimiz diizenek. a. foot print analiz
diizenegi yandan, b. istten, ¢. i¢ kismindan goriintiisii.

Denekler bu koridorda yiirtimeye aligtirild1 ardindan kagit ve damga diizenegi
kullanilarak yiirime analizleri yapildi. Bu yontemde 8,2cmx42cm boyutlarinda
beyaz kagit yiirlime koridoruna yerlestirildi. Deneklerin her iki arka ayagi ¢ini
miirekkebi konulmus miirekkep tablasina bastirilarak yeteri kadar boyandiktan sonra,
yiirtime koridorunda serbestce yiirlimelerinin ardindan beyaz kagida ¢ikan ayak izleri
alindi [Sekil. 3.3.a.b.]. Bu izler kullanilarak Bain ve ark. tarafindan 1989’da modifiye
edilen formiil ile SFI degerleri hesaplandi. SFI degerinin hesaplanmasinda ii¢ farkli
parametre kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir (PL: topuk ile tiglincti parmagin
u¢c kismi arasindaki mesafe, TS: birinci ve besinci ayak parmaklari arasindaki
mesafe, ITS: ikinci ve dordiincii parmaklar arasindaki mesafe). Bu yontemde ytizde
olarak sonu¢ elde edilmekte ve O civarindaki sonuglar normal siyatik sinir
fonksiyonunu gosterirken 100 civarindaki sonuglar tam kesiyi ifade etmektedir.
Yiirtime patern analizi i¢in 1.gilin, 2.hafta, 4.hafta, 6.hafta, 8.haftalarda alinan ayak
izleri kullanilarak siyatik fonksiyon indeksi hesaplanmustir.

3.4.1.1. SFI Saptanmasi
Bain ve ark. tarafindan 6nerilen SFI hesaplama formilii:

SFI =-38,3 x PLF +109,5 X TSF + 13,3 X ITF — 8,8

Burada;
. PLF (print length factor) = (Deneysel PL. — Normal PL) / Normal PL
. TSF (toe spread factor) = (Deneysel TS — Normal TS) / Normal TS

. ITF (intermediary toe spread factor)=(Deneysel IT-Normal IT)/Normal IT
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o PL: Topuklar ve ticlincii ayak parmaklar1 aras1 mesafe
. TS: Birinci ve besinci parmak arast genislik

o IT/ATS:ikinci ve dordiincii ayak parmaklari arasindaki mesafedir [Sekil
3.4.a-c].

Calismada tiim denekler icin 1.giin, 2.hafta, 4.hafta, 6.hafta, 8.hafta sonunda
SFI hesaplandi. Belirtilen zamanlarda gruplar arasindaki fark ve her grup ig¢in iki
farkli zaman aralig1 arasindaki farklar degerlendirildi.

Sekil 3.4.a-c. Sigan ayak izleri kullanilarak elde edilen 6l¢timler. a. PL: Topuklar ve tiglincii ayak
parmaklar1 aras1 mesafe. TS: Birinci ve besinci parmak arasi genislik . IT/ITS:Ikinci
ve dordiincii ayak parmaklari arasindaki mesafedir. b. ve c. Yiirtime koridorunda
deneklerin ayak izlerinin alinmasi.

3.4.2. Duyusal Fonksiyon (Pinch) Testi

Duyusal fonksiyon, pinch testi ile analiz edilmistir. Bunun i¢in denek fazla
strese maruz birakilmadan nazik bir sekilde tutulmus ve ayak taban derisi sinir kesisi
uygulamasinda kullanilan bir penset yardimiyla kistirilmistir. Buna geri ¢ekme
refleksi (foot withdrawal) ile cevap veren rat sayilar1 Grade 0,1,2,3 olarak her grup
icin 1.giin, 2.hafta, 4.hafta, 6.hafta, 8.haftalarda kaydedilmistir.

3.4.3. Elektrofizyolojik Analiz

Elektrofizyolojik ¢alismalar siyatik sinir tizerinde standart metot kullanilarak
gosterilmistir. Calismada yer alan her gruptan tiim deneklere 1.giin ve 8. hafta
sonunda elektrofizyolojik testler uygulandi. Testler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesinde BIOPAC Systems, MP
150 model EMG (Elektromiyografi) cihazi ve Linear isolated stimiilator stmilosa ile
yapild1 [Sekil 3.5.1.a,b.]. Deneklere EMG analizi Oncesi etanol verildi. Emg
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sonu¢larini etkileme (degistirebilme) ihtimali hesaba katilarak hi¢bir denege xylazine
ve ketamine uygulanmadi.

Sekil 3.5.1.a,b. BIOPAC Systems. a. Linear isolated stimiilator stmilosa. b. MP 150
model EMG (Elektromiyografi) cihazi.

Siyatik siniri uyluk bolgesinden uyarilarak, kayitlar ve uyarim paslanmaz ¢elik
derialti (subcutan) elektrotlar kullanilarak saglanmistir. Sinyallerin yiikseltilmesi,
elektronik ortama aktarilmasi ve stimulasyonun verilmesi icin elektrofizyolojik
Ol¢timler bilgisayar destekli MP150 sinir ileti hiz1 6l¢tim kiti (Biopac systems, Inc.,
USA) kullanilarak yapildi [Sekil 3.5.2.].

Sekil 3.5.2. Alinan sinyallerin bilgisayara aktarilmasi i¢in kurulan diizenek.

Denegin sakral bolgesine deri altina topraklama icin igne elektrot yerlestirildi.
Uyari veren kanca seklindeki elektrot incisura ischiadica'dan yaklasik 10 mm distale
ve kesim yapilan alanin 5 mm proksimaline yerlestirildi. Kayit elektrotlari olan igne
elektrotlar ise, sol taraf n.ischiadicus (siyatik siniri) 'un seyrine gore subkutan olarak
yerlestirildi [Sekil 3.5.3.].
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Sekil 3.5.3. igne elektrotlarin sirasiyla (A,B,C,D) subkutan yerlestirilme agsamast.

EMG kayitlarr, 1 miliamper akim araliginda, %0-%100 arasinda akim hizi
arttirillip azaltilarak her bir grup i¢in supramaksimal uyar esikleri bulunduktan sonra
alindi. Cizdirilen aksiyon potansiyeli egrilerinde uyaridan defleksiyonun basladigi
zamana kadar gegen siire, yani ‘latans’ degerleri, olusan potansiyelin tepe-tepe
amplitiidi (p-p amplitiit) ve maksimal pozitif yondeki tepe-taban pik degerleri (p-
max.- p-min.), standart deviasyon, delta t, mean degerleri ACQ Knowledge 4.1
programu ile analiz edildi. [Sekil 3.5.4.a-f.].
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Sekil 3.5.4.a-f.  ACQ Knowledge 4.1 Programi ile EMG Analizi. Sirasiyla a. istenen Degerlerin
Segilmesi. b. P-Max., P-Min. Degerlerinin Secilip Okutulmasi. e¢. Standart
Deviasyon ve Delta T degerlerinin Segilip Okutulmasi. d. Parametreler
Okutulduktan Sonra Degerlerin Excel'e Kayit ~ Asamasi. e. Dalga Formlarinin
Horizontal Kaydi. F. Grafigin Kopyalanip Kaydedilme Asamasi.

Kontrol ve Sham gruplarindaki deneklerin saglam sol taraf sinirlerinden, Grupl
ve Grup 2 deki deneklerin ise siyatik siniri kesim ve dikim islemi uygulanmis olan
sol taraf sinirlerinden Ol¢iilen aksiyon potansiyeli egrileri c¢izdirilerek ortalama
degerler alind1 ve bu degerler istatistiksel olarak birbirleri ile karsilagtirildi.

3.4.4. Biyokimyasal Degerlendirme

3.4.4.1.  Lipid Peroksidasyon Seviyelerinin Ol¢iimii

Biitiin deney gruplardan tedavi bitiminde alinmis olan tam kan (kardiak
puncture) orneklerinden plazma ayrilmistir ve sivi nitrojen tankina aktarilip hemen
dondurularak -80°C’de analiz edilene kadar saklanmigtir. Sinir dokusunda lipid
peroksidasyonunun 6l¢limii i¢in deneklerin sakrifikasyonu sonrasi siyatik sinir diseke
edilerek sivi nitrojende dondurulmus ve -80°C’da analiz edilene kadar saklanmustir.
Ol¢iim 6ncesinde sinir dokular1 1 mM EDTA iceren 50 mM soguk K;HPO, (pH= 7)
tamponunda, buz tizerinde (Biofugel15R, Heroeus, Germany) homojenize edilmistir.
Elde edilen homojenatlar 4°C’da, 10000 x G’de , 15 dakika, santrifiij edilerek ve elde
edilen stipernatantlarda lipid peroksidasyonu analiz edilmistir. Aragtirmamizda lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in, tiyobarbitiirik asit reaktif tirtinleri (TBARS)
olusumuna bakilmistir. Tiyobarbitiirik asit lipid peroksidasyon son iiriinii olan
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malonildialdehit (MDA) ile etkilesime girmektedir. TBARS yontemi, 6l¢iilen
tirtinlerin cogunlugunu MDA teskil etmesi, ¢ok basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih
edilen bir yontemdir.

Prensip

Bu metod'un temel prensibi, lipid peroksidasyonunun son triinii olan
MDA’nin, 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin
butanol fazina ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga
boyunda spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.

Reaktifler

I- 29 nm tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su ve 50
ml glasial asetik asit (Aceticacidglasialextrapure, Merck-56 ) i¢inde ¢6ziilir.

2- 5 M HCI (Hydrocholoricacid, Merck-314).
3- n-Biitanol (n-Butanol, Merck-329).

4-  Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetracthoxy-propane, Sigma-
T9889). Stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Islemler

1 ml distile su igeren tiipe 50 pl doku siipernatanti veya 200 pl plazma
konulduktan sonra, 1 ml thiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L) eklenmistir. Tiip iyice
karistirildiktan sonra, 1 saat siireyle 95-100 °C arasinda kaynatilmistir. Numuneler
sogutulduktan sonra 25 pul HCI (5 mol/L) ve 3.5 ml n-biitanol eklenerek
vortekslenmis ve bu islemi takiben 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek, biitanol
faz1 ayrilmistir. Biitanol ekstraktinin floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm,
emisyon dalga boyu 547 nm olarak spektroflourometrede (Perkin Elmer
Luminescence spectrometer, [.S45°de) okunmustur.

3.44.2. TBARS Miktarimin Hesaplanmasi

1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi numune gibi c¢alisilmis ve
standard grafigi olusturulmustur. Doku ve plazma TBARS miktar1 bu grafik
yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak rapor edilmistir.

3.44.3. Antioksidanlarm Tayini

Biitiin deney gruplardan tedavi bitiminde alinacak tam kan 6rneklerinden
plazma ayrilarak ve sivi nitrojende hemen dondurularak -80°C’da analiz edilene
kadar saklanmistir. Bu orneklerde asagida belirtilen sekilde antioksidan enzimlerin
Oletimii  yapilmistir. Sinir dokusunda antioksidanlarin 6l¢timii i¢in deneklerin
sakrifasyonu sonrasi siyatik sinir diseke edilerek sivi nitrojende dondurulmus ve -
80°C’da analiz edilene kadar saklanmistir. Ol¢iim Sncesinde sinir dokular1 hazirlanan
tamponlarda, buz tizerinde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar 4°C’da,
10000 xG’de 15 dakika, santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatantlarda antioksidan
enzimler analiz edilmistir.
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3.4.4.4. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz enzimi, H;0O, dahil tiim hidroperoksitlerin
rediiksiyonunu saglar. Bu iglevi sirasinda da rediikte glutatyonu kullanir. Olusan
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme
sirasinda NADPH kullanilir ve NADP™ olusur. NADPH’ nin reaksiyon ortamindan
kayb1 340 nm’de absorbans azalmasina neden olur ve bu azalmanin miktarindan GPx
enzim aktivitesi tayin edilir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi,
NADPH’ nin 340 nm’deki extinction coefficienti (0.00622 uM™") degerinden yapilir.
Bir tinite GPx aktivitesi, 1 dakikada kullanilan pmol NADPH olarak hesap edilir
[Sekil. 3.6.].

Glutatyor
Peroksidar
F-0-0-H+2GSH R-0-H+GSSG+H 8]
—————————— 2
Glutatyan
Red & hizz
G555 2G3H
NADPH NADP+ 340 nm
Absorbans

Sekil 3.6. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin tayin yontemi.

3.4.4.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini

Stiperoksitdismutaz enzim aktivite tayini kompetatif inhibisyon ydntemine
dayanmaktadir. Bu yontemde, reaksiyon ortaminda siirekli olarak siiperoksit anyonu
olusturan ksantinoksidaz-hipoksantin sistemi mevcuttur. Bu sistemin agiga ¢ikardigi
stiperoksit anyonlar1 reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve 450
nm’de Ol¢iilebilen renk olusumuna neden olur. Hasta 6rneklerinde ne kadar SOD
enzimi varsa, renk olusumu o kadar az olacaktir [Sekil 3.7.].

Sekil 3.7. SOD enzim aktivitesinin tayin yontemi.

Orneklerdeki SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi, olusturulacak SOD
standard egrisiyle yapilir. Bir tinite SOD aktivitesi, maksimum renk olusumunu %50
inhibe eden SOD miktar1 olarak kabul edilir.

3.4.4.6. Katalaz Enzim Aktivite Tayini

Katalaz enziminin hem katalitik, hem de peroksidatik aktivitesi mevcuttur.
Katalitik aktivite H,O,’i molekiiler oksijene ve suya cevirir. Peroksidatik aktivite ise
diistik molekiiler agirlikli alkolleri okside ederek su olusturur. Hidrojen peroksiti
pargalayan tek enzim katalaz degildir ama alifatik alkolleri substrat olarak kullanan
tek enzim katalazdir [Sekil 3.8.].
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Katalaz
H,0, + metanol ——— formaldehid renk olusumu
/ (540 nm)

kromojen

Sekil 3.8. Katalaz enzim aktivitesinin tayin yontemi.

Katalaz enzim diizeyleri tayin edilirken bu nedenle enzimin peroksidatik
aktivitesine bakilmistir. Ortama alkol olarak metanol konulmus ve olusan
formaldehid Purpald kromojeni ile reaksiyona sokularak renk olusumu tayin
edilmistir [Sekil 3.8.].

Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi olusturulacak formaldehid standard
egrisiyle yapilir. Bir {inite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan pmol formaldehid
olarak hesap edilir.

3.4.5. Deneklerin Sakrifikasyonu

Deneklerin 15 mg/kg XylazinHCl (Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in
(Ketalar®) intramuskuler injeksiyonu ile yeterli anestezisi saglandiktan sonra gogiis
bolgesi acilarak kalbe ulasilmistir. Transkardiyal perfiizyon islemi igin, kalbin sol
vetrikiiline bir kaniil yardimiyla girilip sag atrium’a bir delik agilmistir.
Transkardiyal perfiizyon i¢in 250 ml heparinize serum fizyolojik ile vaskiiler yatak
yikanarak temizlendikten sonra ayni yolla tespit soliisyonu verilmistir. Fiksasyon
basamaginda her bir hayvan i¢in 250 ml 0.1 M fosfat tamponunda hazirlanmig %4
paraformaldehit ve %2 gluteraldehit karigim1 kullanilmigtir.

3.4.6. Ultrastriiktiirel Degerlendirme

3.4.6.1. Elektron Mikroskopik Inceleme

Deneklerin sakrifasyonu sonrasi siyatik sinire yukarida tarif edilen yolla
ulagilarak, siyatik sinir ve ilgili periferik sinir bolimii, dokuya zarar vermeden diseke
edilerek hazirlanmig %4’liikk Gluteraldehit (0,1 M SFT tamponunda hazirlanmais)
solusyonunda 4 °C de 2 saat (sinir dokusu alindiktan sonra 1 saat gluteraldehitte
bekletildi daha sonra trimleme yapilip ayni gluteraldehit sisesinde 1 saat daha
bekledi) siireyle fikse edilmistir.Daha sonra 3x10' lik siireyle oda sicakliginda 0.1 M
SFT (Sorensen fosfat tamponundan) 'den gegirilmistir. Her 10 dakikada bir
rotatordan gegcirildi. SFT soliisyonu ile yikama islemi yapilmistir.

Bunu takiben ayni tamponda yikanan 6rneklerin %1°lik osmium tetraoksit
(OsOy4) solusyonunda 2 saat siire ile rotatora birakilmistir ve postfiksasyonu
saglanmistir. 2 saat sonunda SFT soliisyonu ile tekrar 3x10' lik siireyle oda
sicakliginda her 10 dakikada bir rotatordan gegirilerek yikama islemi yapilmistir.
Ornekler %30'dan baslayan yiikselen etil alkol serilerinden gegirilmistir. %30, %50,
%70 etil alkol serilerine +4°C'de 3x10' siireyle birakilmistir. Dehidratasyonlar
saglanip %70 lik seri bittikten sonra 1 saat siireyle uranil asetat'a (6n boyama
amaciyla ,en bloc staining) birakilmistir. 1 saat sonunda ornekler tekrar %80, %90,
%96 ve %100'lik artan alkol serilerinden +4°C'de 3x10' siireyle gecirilmistir. Son
dehidratasyonlar1 saglandiktan sonra propilen oksite +4°C'de 2x10' stireyle
birakilmistir. Bu sirada karisim hazirlanmistir. Karisim 1:1 oraninda, 1.araldit ve 1
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propilen oksit seklinde hazirlanmis olup 1.Araldit ise 50 ml Araldite ana karisimi ile
hizlandirici olarak 1 ml BDMA karistirilarak hazirlanmistir.

Ornekler 20 dakika beklendikten sonra karisimda (ara ¢ozeltide) 2-4 saat siire
ile rotatora birakilmistir. Siire bitince 1.Araldite alinip ve bu asamada siseler
degistirilmistir. Araldit igerisine dokular konulurken 6nce fikse aralditin gitmesi i¢in
tahta bir ¢gubuk yardimyla filtre kagidina konulup sonra araldit icerisine alinmis ve
yeni siselerin iizeri etiketlenmistir. Yeni kapaklar1 takilip, rotatora 25 °C'de 1 giin
beklemesi i¢in birakilmistir. Ertesi giin Araldite CY212 (Araldite M) igine
gomiilerek bloklama yapilmistir. 60 °C ye ayarl etiive 48 saat siire polimerizasyon
icin birakilmistir. Elde edilen bloklardan ultramikrotomla alinan 300 nm lik yar1 ince
kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 1s1k mikroskopta; ince kesitler almak i¢in daha
spesifik trimleme yapilmis ve ultramikrotomda 70 nm lik ince kesitler alinmistir.
Kontrastlama islemine uranil asetatla baslanmis ve kesitler uranil asetatta 5 dakika
bekletilmistir. Once distile su ile yitkanmis ardindan kursun sitrata alinmistir. Kursun
sitrat damlalar1 tizerinde 5 dakika bekletilen kesitler tekrar distile su ile yikanmistir
ve suyu alinmis kesitler gri saklama kutusuna alinmis ve elektron mikroskobik analiz
icin uygun hale gelmistir. Elde edilen kesitler Leo906E TEM (geg¢irimli elektron
mikroskop) ile incelenerek fotograflanmistir.

Kullanilan soliisyonlar:

1. 0,2 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT):

13,6 gr Kalium Dihidrojen Fosfat, 500 ml bidistile su igerisinde ¢oziildi (A
soliisyonu).

14,2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat, 500 ml bidistile su icerisinde ¢oziildi (B
sollisyonu).

Ardindan 1L'lik balon joje'de A ve B soliisyonlar1 karistirildi, ph 7,3 olacak
sekilde ayarlandi.

0,1 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT): 0,2 M SFT stok soliisyonu 1:1
oraninda bidistile su ile diliie edilerek hazirlandi.

2. %4'liik Gluteraldehit:
%25'lik stok gluteraldehit'ten 16 ml almip, 84 ml 0,1 M SFT eklenerek
hazirlanmustir.

3. Osmiyum Tetroksit (OsQy): (10x100 mg; TAAB)

4. Uranil Asetat:
1gr uranil asetat, 100ml %75'lik etil alkol igerisinde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

5. Propilen Oksit: (TAAB)
6. Araldit Ana Karisimi:

91 ml Araldit CY 212 (TAAB)
84 ml DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride; TAAB)
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7. 1. Araldit:
50 ml Araldit ana karigimi1
1 ml BDMA (Benzyldimethylamine; EMS)

8. %1'lik Toluidin Mavisi:
1 gr Toluidin Mavisi
1 gr Boraks
100 ml distile su

9. Ultramikrotom:
UCT125 Leica Ultramicrotome.

10. Gozlem:
Gegirimli Elektron Mikroskobu: Zeiss Leo-906E TEM.

3.4.7. Istatiksel Analiz

Yiirtime patern analizinden elde edilecek veriler her bir grup i¢in SFI olarak
(ortalama + standart sapma) hesaplanmistir sonra gruplar arasinda istatiksel
anlamlilik i¢in iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi (student t), SFI
verilerinin kaydedilecegi giinlerde gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik tek yonlii
varyans analizi (Post Hoc test olarak Tukey testi) kullanilmistir. Pinch test verileri
Ki-kare testi ile degerlendirilmistir. Elektrofizyolojik analizden elde edilecek veriler
+ standart hata olarak degerlendirilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis varyans analizi, Coklu karsilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Biyokimyasal analizden elde edilecek plazma ,doku katalaz enzim
aktiviteleri, GPx doku aktivitesi, doku SOD aktivitesi, plazma ve doku TBARS
verileri, gruplar arasindaki istatiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
Tukey testi ile degerlendirilmistir. Plazma SOD ve GPX aktivite verileri gruplar
arasindaki istatiksel farklililk Kruskal-Wallis tek yonlti varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizler icin SPSS (versiyon 13.0) programi
kullanilarak ve anlamlilik diizeyi tiim testler i¢cin 0.05 veya 0.001 olarak
belirlenmistir.
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BULGULAR

4.1. Ultrastriiktiirel Degerlendirme Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubu yari-ince plastik kesitlerinde Epinéryum normal yapi
gosterirken perinoryum ile iligkisi bazi alanlarda ayrilma nedeniyle kopmustu. Ayni
ayrilma perinéryum ile endondéryum arasinda da izlendi. Hem epinéryumda hem de
perindryumda izlenen bu ayrilmalar preperasyona bagh artifakt olarak
degerlendirildi. Siyatik sinir plastik yar1 ince kesitlerinde farkli ¢aplarda miyelinli
sinir lifler ve vasa nervorumlar izlenmekteydi. Sinir govdesini distan biitiin olarak
saran epindryum kesintisiz bir sekilde biitiin demetleri saracak sekilde izlendi. Siniri
olusturan farkli caplardaki miyelinli sinir liflerinde herhangi bir deformasyon
Ornegine rastlanmadi [Sekil 4.1.1.a,b.].

Kontrol grubuna ait 6rneklerin elektron mikroskobik incelemesinde miyelinli
ve miyelinsiz liflerin normal ultrastriiktiir sergiledikleri izlendi. Her iki lif tipinde de
Schwann hiicresi, hiicre membrani ve sitoplazmik kompozisyonu bakimindan normal
goriinimdeydi. Miyelin kilif yapis1 kalin ve ince liflerin her ikisinde de normal yap1
gostermekteydi. Miyelin kilif olusturan Schwann hiicresi membran katmanlar
arasinda herhangi bir agilma veya lokal erimelere rastlanmadi. Axolemma miyelin
kilif iligkisi ve mezakson yapilart normal goriiniimde olup ayrilmalar izlenmedi.
Axoplazmada organeller normal morfoloji sergilemekteydi, norotiibiiller ve
noroflamanlar net olarak izlenebiliyordu. = Mitokondriyonlar ve diiz endoplazma
retikulumu normal yapiya sahipti [Sekil 4.1.1.a,b.].

Sekil 4.1.1.a,b. Kontrol grubuna ait siyatik sinirden alinmig yari-ince plastik kesit mikrografi. a)
Diisiik biiylitmede sinirin genel goriiniimii. Epindoryum (E), Perinéryum (oklar). b)
Ayni ornekten alinmis daha yiiksek bilylitmede alinmig mikrograf. Perindryum (P),
farkli kalinliklarda miyelinli sinir lifleri (oklar) ve kapiller kesiti (ok bagi)
izlenmekte.Toluidin mavisi.
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Siniri besleyen endondral kapiller ultrastriiktiiriinde endotel ve perisitler normal
gortinimdeydiler. Endotel siki baglantilar1 ve ¢epecevre uzanan kesintisiz bir bazal
lamina izlendi [Sekil 4.1.2.a,b.].

Sekil 4.1.2.a,b. Kontrol grubuna ait siyatik sinir elektronmikrografi. a) Miyelinli (M) ve miyelinsiz
(U) sinir liflerinde aksoplazmada mitokondriyonlar (m), diiz endoplazmik retikulum
kesecikleri (ok baglari)) ve norotiibiiller (oklar) izlenmekte. Biitiin yapilar
endondryum ait kollejen liflerince ( C ) ¢evrelenmis durumda. b ) Kontrol grubu
siyatik sinir endondryumu igerisinde igerisinde vasa nervorum kesidinde liimeni (L)
doseyen endotel hiicreleri arasinda siki baglant1 kompleksi (ok) ve sitoplazmalarinda
pinositotik vezikiiller (ok baglarl) izlenmekte. Endotel hiicrelerini ¢epe c¢evre
kesintisiz bir bazal lamina (*) ve perisit (p) uzantilari gevrelemekte.

4.1.2. Sham Grubu

Sham grubu 6rneklerinden alinan yar1 ince kesitler incelendiginde kontrollerle
benzer 6zellikler izlendi. Siyatik sinirde yer alan farkli ¢aplara sahip miyelinli sinir
lifleri ve endondryal vasa nervorumlar igermekteydi [Sekil 4.2.1.a,b.]. Elektron
mikroskobik incelemede siyatik sinir ultrastriiktiirii kontrol grubuna benzer 6zellikler
gostermekteydi [Sekil 4.2.2.a,b.].

B =l ir
a aiid

Sekil 4.2.1.a,b. Sham grubuna ait siyatik sinir 6rneginden alinan yar1 ince kesitin genel goriinimi
(a). Aym1 ornekten yiiksek bilyiitmede alinan 1s1k mikrografta cesitli caplarda
miyelinli sinir lifleri (oklar) ve vasa nervorumlar (ok baslari) izlenmekte(b). Toluidin

mavisi.
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Sekil 4.2.2.a,b. Sham grubuna ait siyatik sinir elektronmikrografi. (a); Miyelinli (M) ve miyelinsiz
(U) sinir liflerini ¢evreleyen ince Schwann hicresi sitoplazmalar (*) ve bunlara ait
aksonlarda (A) aksoplazma igerisinde mitokondriyonlar (oklar) ve diiz endoplazmik
retikulumu (ok baslari) kesecikleri ve endondryuma ait kollejen demetleri izlenmekte
(b); Endondral vasa nervorum kesitinde liimeni (L) ¢evreleyen, sitoplazmasinda bir
¢ok pinositotik vezikiileri (ok baslar1), mitokondriyonlar1 iceren ve ¢epegevre bazal
laminayla (ok) ¢evrelenmis endotel (E) hiicresi izlenmekte. Kapiller ¢evresinde yer
alan perisit (P) gortilmekte.

4.1.3. Grup 1 (Kesi Grubu)

Grup 1 deneklerinden alinan 6rneklerin yar1 ince ve elektron mikroskobik
incelemelerinde sinirde olusturulan travmaya bagli olarak sinir lifi rejenerasyon
gortintiileri izlendi. Sinir govdesi icerisinde farkli ¢aplarda ve farkli kalinliklarda
kilifa sahip miyelinli sinir lifleri izlendi. Sinir gévdesi yogun olarak rejeneratif lifler
gosterirken ¢cok az miktarda miyelin kalintis1 ve deformatif miyelinli akson izlendi
[Sekil 4.3.1.a,b.]. Elektron mikroskobik incelemede rejenerasyona bagli olarak
miyelinli sinir lifleri ¢evresinde genis sitoplazmali schwann hiicreleri izlendi. Bu
hiicreler normalde herhangi bir travmaya maruz kalmamis kontrol ve Sham
gruplarindakilerle karsilastirildiginda hem daha fazla sitoplazma alanina sahiptiler,
hem de sitoplazma, organel bakimindan olduk¢a zengin bir goriiniim
sergilemekteydi. Miyelinli lifler etrafinda normalde ¢ok ince bir hat seklinde bulunan
sitoplazmik alan bu grupta oldukc¢a genis bir alan1 kaplamaktaydi. Schwann hiicreleri
cok miktarda mitokondriyon, graniillii endoplazmik retikulum, lizozom ve vezikiiller
bulundurmaktaydi. Endondryum oldukga yogun bir kollajen demet igerigine sahipti.
Tum lifler sik1 bir sekilde kollajen lifleri tarafindan sarilmaktaydi. Kollajen liflerin
olusturdugu demetler arasinda fibroblastlarin ince uzantilar1 yer almaktaydr [Sekil
4.3.2.a,b].
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Sekil 4.3.1.a,b. Grup 1 deneklerinden elde edilen plastik yar1 ince kesit 151k mikrograflari. (a); Diistik
biiylitmede alinmig siniri total olarak gosteren mikrograf. (b); yliksek biiylitmede
alinmig yar1 ince kesit 151k mikrografinda siniri olusturan miyelinli liflerin hemen
tamaminin rejenerasyon gosterdigi, liflerin farkli ¢aplara sahip oldugu (ok baslari)
izlenmekte. Vasa nervorum (oklar), Endonéryum (yildizlar), Perinéryum

(p).Epindryum (Ep).

Sekil 4.3.2.a,b. Grup 1 siyatik sinir elektron mikrograflari. (a); Endondral kollejen liflerce
¢evrelenmis rejenerasyon gecirmis ve remiyelinize olan miyelinli aksonlar  (M).
Schwann hiicresi sitoplazmasinda mitokondriyonlar (oklar) ve graniillii endoplazma
retikulumu (ok basi) izlenmekte. (b) Arteriol diizeyinde endondral bir vasa
nervorum elektron mikrografi. Endotel hiicreleri (E) , diiz kas hiicresi (D)
perivaskiiler bag dokusu (Yildiz) fibroblast (F) ve makrofajlar (M) izlenmekte.
Endonoral kollejenle (C) cevrelenmis  Schwann hiicresi (S) ve miyelinli lifler
izlenmekte.

4.1.4. Grup 2 (Kesi + Ozon Grubu)

Ikinci gruba ait siyatik sinir 6rneklerinden alman plastik yar1 ince kesitler
incelendiginde grup 1 orneklerine benzer ozellikler izlendi [Sekil 4.4.1.a,b.]. Tuim
sinir govdesi farkli ¢aplarda rejeneratif remiyelinize aksonlar icermekteydi. Tim
kesitte birka¢ tane deformasyona ugramis miyelinli lif goriildii. Lifler arasim
dolduran endondral bag dokusu miktar1 bu grupta da artmisti. Schwann hiicresi
ultrastriiktiiri Grup 1 6rneklerine benzer sekilde aktif sitoplazma ozelligi gosteren
gelismis granillii endoplazma retikulumu, c¢ok miktarda mitokondriyon ve
lizozomlar bulundurmaktaydi [Sekil 4.4.2.a,b.]. Grup 2 6rnekleri Schwann hiicresi ve
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sitoplazmik organel zenginligi disinda Grup 1 6rneklerinden ultrastriiktiirel olarak
dikkat ¢ekici bir farklilik gostermemekteydi.

a

Sekil 4.4.1.a,b. Grup 2 plastik yar1 ince kesit 151k mikrografi. (a); Diisiik biiylitmede total sinir enine

kesiti. (b); Yiksek biiyiitmede sinir govdesinin farkli caplara sahip rejeneratif
miyelinli liflerden (oklar) olustugu gozlenmekte. Bazi alanlarda birka¢ dejeneratif
miyelinli lif yapis1 izlenmekte (ok baglari). Sinir govdesinde yaygin bir ednonéral
yapilanma dikkat ¢ekmekte (E). Perinéryum (P), Vasa nervorum (V).

Sekil 4.4.2.a,b. Grup 2 Orneklerine ait elektron mikrograflar. (a); Endonéral kollejen lifleri (C)

arasinda miyelinli (M) ve miyelinsiz aksonlar (U), sitoplazmasinda rejenerasyon
gosteren remiyelinize bir akson (dolu yildiz), mitokondriyonlar (Ok)ve 1zozom igeren
bir Schwann hiicresi goriilmekte. (b); Rejenerasyona girmis remiyelinize bir akson
(dolu yildiz) igeren , aktif sitoplazmali Schwann hiicresi (S) izlenmekte.
Heterokromatik nukleus (N) ve ¢ok iyi gelismis graniillii endoplazmik retikulum
sarniglari, bol miktarda mitokondriyon (bos yildizlar) ,geren sitoplazmasiyla dikkat
¢ekmekte. Schwann hiicreleri ve kesintisiz bir bazal laminayla (ok baglari) kollejen
liflerce doldurulmus (C) endonoral bag dokusundan izole edilmekte.
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4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari
4.2.1. Plazma GPx Aktivitesi

Tablo 4.1. Gruplar arasi plazma GPx akrivitesi degerlendirilmesi. Kesi + Ozon grubunun (Grup 2)
GPx aktivitesi Kesi grubuna (Grup 1) gore daha fazla artmistir. Cok ileri diizeyde anlamli
farklilik tespit edilmistir.

Plazma GPx Aktivitesi

GPx (mU/ml)

o]

o

Kontrol Sham Kesi Kesi+ Ozon

Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham, kesi+ozon (grup 2) gruplari
ile karsilastirildiginda ve **, p<0.001 kontrol, sham ve kesi (grup 1) gruplarn ile
karsilastirildiginda plazma GPx aktivitesinde anlamli farklilik goriildii [Tablo 4.1.].

4.2.2. Doku Katalaz Aktivitesi

Tablo 4.2.1. Gruplar aras1 doku CAT aktivitesi degerlendirilmesi.

Doku Katalaz Aktivitesi

40,00
36,00

32,00
28,00 .
24,00 .
20,00
16,00
12,00
8,00
4,00
0,00 — — — —

Kontrol Sham Kesi Kesi + Ozon

Doku Katalaz
(mU/mg protein)
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Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol ve sham gruplarn ile
karsilastirildiginda ozon tedavisi doku katalaz aktivitesinde kesi grubuna gore
anlamli fark olusturmadi [Tablo 4.2.1 ve Tablo 4.2.2.].

Tablo 4.2.2. Gruplar aras1 doku katalaz aktivitesi'nin istatiksel analizi.

DOKU KATALAZ AKTIVITESI

(mU/mg protein)

Kontrol 29.55 + 3.97 12
Sham 29.86 + 6.36 12

Kesi 14.07 + 311 * 5

Kesi + Ozon 18.68 + 2.54* 10
Column Mean Std. Dev.
Kontrol 29.55 3.97
Sham 29.86 6.36
Kesi 14.07 3.11
Kesi + Ozon 18.68 2.54

4.2.3. Plazma Katalaz Aktivitesi

Tablo 4.3.1. Gruplar arasi plazma CAT akrivitesi degerlendirilmesi

Plazma Katalaz Aktivitesi

28,00
24,00 +
20,00 +
16,00 +
12,00 +
8,00 +
4,00 +
0,00 -

* %

Plazma Katalaz
(mU/ml)

Kontrol Sham Kesi Kesi + Ozon

Gruplar arasindaki istatiksel farklilik tek yonli varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham, kesi+ozon (grup 2) gruplari
ile karsilastirildiginda ve **, p<0.001 kontrol, sham ve kesi (grup 1) gruplarn ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik bulundu. [Tablo 4.3.1 ve Tablo 4.3.2.]. Ozon
grubunun plazma katalaz aktivitesini arttirdigi goriildii.
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Tablo 4.3.2. Gruplar arasi plazma CAT akrivitesinin istatiksel analizi

GRUP PLAZMA KATALAZ AKTIVITESI n
(mU/ml)

Kontrol 2416 = 1.73 13
Sham 23.84 + 1.28 12
Kesi 12.71 + 1.10* 13
Kesi + Ozon 15.77 + 0.93 ** 12
Column Mean Std. Dev.
Kontrol 24.16 1.72
Sham 23.84 1.20
Kesi 12.71 1.10
Kesi + Ozon 15.77 0.93

4.2.4. Plazma SOD Aktivitesi

Tablo 4.4.1. Gruplar arasi plazma SOD akrivitesi degerlendirilmesi.

Plazma SOD Aktivitesi

15
._.12 -+
£ 4
=)
o 6
8 e

3 -+ *

0

Kontrol Sham Kesi Kesi+ Ozon

Gruplar arasindaki istatiksel farklilik tek yonli varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham, kesi+ozon (grup 2) gruplari
ile karsilastirlldiginda **, p<0.01 kontrol, sham ve kesi (grup 1) gruplan ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik gésterdi [Tablo 4.4.1 ve Tablo 4.4.2.].

Tablo 4.4.2. Gruplar arasi plazma SOD akrivitesinin istatiksel analizi.

GRUPLAR

PLAZMA SOD AKTIiVITESI

(U/ml)
Kontrol 7.70 £ 1.23 13
Sham 7.06 £ 1.17 12
Kesi 1.39 £ 0.31* 13
Kesi + Ozon 269 = 0.64** 12

45



4.2.5. Doku SOD Aktivitesi

Tablo 4.5.1. Gruplar aras1 doku SOD akrivitesi'nin degerlendirilmesi.

Doku SOD Aktivitesi
45

£
36
o
o
@ 27 N
5; 18 .
0o 9
@]
(7]

0

Kontrol Sham Kesi Kesi+ Ozon

Gruplar arasindaki istatiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve
sonrasinda tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham, kesi+ozon
(grup 2) gruplan ile karsilagtirildiginda, **, p<0.05 kontrol, sham ve kesi (grupl)
gruplart ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gosterdi [Tablo 4.5.1, Tablo
4.5.2., Tablo 4.5.3.].

Tablo 4.5.2. Gruplar aras1 doku SOD akrivitesinin istatiksel analizi.

GRUPLAR DOKU SOD AKTIVITESI n
(U/mg protein)

Kontrol 3258 + 544 12

Sham 32.00 £ 4.10 12

Kesi 1046 + 1.97* 5

Kesi + Ozon 17.35 £ 2.35** 10

Tablo 4.5.3. Gruplar arasi mean ve standart deviasyonlari (Doku SOD).

Column Mean Std. Deviasyon
Kontrol 3.257.669 5.440.394
Sham 3.200.418 4.096.013
Kesi 1.045.938 1.971.217
Kesi + Ozon 1.734.655 2.354.007
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4.2.6. Plazma TBARS Diizeyleri

Tablo 4.6.1. Gruplar arasi plazma TBARS diizeyleri degerlendirilmesi.

Plazma TBARS Duzeyleri

Plazma TBARS
(nmol/ml)

* % %
4+
'2 L. .
0 -

Kontrol Sham Kesi Kesi+ Ozon

Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham ve kesitozon (grup 2)
gruplari ile karsilastirildiginda, **, p<0.001 kontrol, sham ve kesi (grup 1) gruplari

ile kargilagtirildiginda grup 1 de anlamli bir farklilik goriildii [Tablo 4.6.1. ve Tablo
4.6.2.].

Tablo 4.6.2. Gruplar arasi plazma TBARS diizeyleri istatiksel analizi.

GRUP PLAZMA TBARS (pmol/ml) ) \
Kontrol 0.18 £ 0.029 11
Sham 0.19 + 0.03 12
Kesi 0.38 + 0.042* 12
Kesi + Ozon 0.28 £ 0.026 ** 12
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4.2.7. Doku TBARS Diizeyleri

Tablo 4.7.1. Gruplar aras1 doku TBARS diizeyleri degerlendirilmesi.

Doku TBARS Diuzeyleri

10

*
0

Kontrol Sham Kesi Kesi+ Ozon

Doku TBARS
(kmol/mg protein)
=

Tablo 4.7.2. Gruplar aras1 doku TBARS diizeyleri istatiksel analizi.

GRUPLAR DOKU TBARS n
(umol/mg protein)
Kontrol 272+ 0.79 12
Sham 3.02+ 0.41 12
Kesi 8.76 + 1.02* 5
Kesi + Ozon 420 + 0.34 10

Tablo 4.7.3. Gruplar aras1 doku TBARS diizeyleri ortalamalar1 ve SEM degerleri.

GRUPLAR Ortalama SEM
Kontrol 2.72 0.79
Sham 3.02 0.41

Kesi 8.76 1.02
Kesi + Ozon 4.20 0.34

Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
tukey testi ile degerlendirildi. *, p<0.001 kontrol, sham ve kesitozon (grup 2)
gruplari ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gosterdi [Tablo 4.7.1., Tablo 4.7.2.,
Tablo 4.7.3.].

4.3. Motor ve Duyusal Fonksiyon Degerlendirme Testleri

4.3.1.Duyusal Fonksiyon (Pinch) Testi Bulgular:

Pinch test verileri Ki-kare testi ile degerlendirildi. Grade 0 ve Grade 1'de
anlamli farklilik gérilmezken, Grade 2 ve 3'te p<0.05 oldugundan anlamli farklilik
gortilmistiir. Duyusal fonksiyon testi bulgularina goére Grup2 ve Grupl
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karsilastirildiginda preoperasyon p=0.007, postoperasyon 2. haftada p=0.035.
P<0.05 oldugu i¢in istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir [Tablo 4.8.1.
Tablo 4.8.2]. Ozellikle postoperasyon 2.haftada anlamli farklilik ¢ikmis olmasi

ozon'un periferik sinir {izerinde iyilestirici etkisi oldugunu gosterir.

Tablo 4.8.1. Grade 2 geri ¢cekme refleksi ile cevap veren rat sayilari. 1.giin, 2., 4., 6.,8. haftada Pinch
testine orta derecede yanit diizeyinde geri ¢ekme refleksi (footwithdrawal) ile cevap

veren rat sayilarmin grafigi. Grup 2 (kesi+ozon) yapilan grubun grade 2 degerleri 4., 6.
ve 8. haftada grup 1'e gore daha yiiksek ¢cikmuistir.

Pinch Testi Grade 2

35

5
E M KONTROL
& H SHAM
M GRUP1
HGRUP2

Preop. Postop. Postop. Postop. Postop. Postop.
l.egun 2.hafte 4.hafta 6&.hafta 8.hafta

Zaman

Tablo 4.8.2. Grade 3 geri ¢gekme refleksi ile cevap veren rat sayilari. Pinch testi grade 3 (tam bir yanit)
geri ¢ekme refleksi (footwithdrawal) ile cevap veren rat sayilar 1.giin, 2.,4.,6.,8. haftada
tespit edilmistir. Grup 2 grade 3 sayilar1 grup 1 e gore daha fazladir.

Pinch Testi Grade 3

pum
=
= M KONTROL
L5 ]
3 B SHAM
M GRUP 1
H GRUP2

Preop. Postop. Postop. Postop. Postop. Postop.
legin 2.hafta 4.hafta 6.hafta 8.hafta

Zaman
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4.3.2. Motor Fonksiyon Testi Analizi Bulgulari ve SFI degerleri

Yirtime patern analizinden elde edilen veriler her bir grup icin SFI olarak
(ortalama + standart sapma) hesaplandi sonra gruplar arasinda istatiksel anlamlilik
icin iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi (student t) kullanildi. SFI
verilerinin kaydedildigi giinlerde gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik tek yonlii
varyans analizi (Post Hoc test olarak Tukey testi) kullanildi. Grup 2 ve Grupl mean
degerleri karsilastirildiginda preoperasyondan postoperasyon 8.haftaya kadar
(postoperasyon 1.giin= -85 £ 6.11., postoperasyon 2.hafta=-80+5,19. , postoperasyon
4.hafta=-37+ 6.11, postoperasyon 6.hafta= -23+ 5,89., postoperasyon 8.hafta=-16+
5,06) negatif degerlerin katsayilarinda belirgin bir azalma gozlenmistir [Tablo 4.9.].
Bu sonuglar bize sinirde iyilesme oldugunu géstermistir.

Tablo 4.9. Motor fonksiyon testi verilerinin grafigi. Buna gore Grup 2'nin 8. haftaya kadar olan
yiiriime analizleri 6zellikle 2. ve 6. haftada Grup 1'e gére daha iyi sonug gostermistir.

Gruplarin SFI Degerleri
Zaman
a
£ ~ = = = s —4—{ontral
'20 -\ =, =y e )/ -]
5 | & § 5 5 s
z -40 == i Ry g
oG \
E -0 \ / g Gruol ozon
v -60 \ / verilmeyen
-70 \ / i (5riy02 0zoON veErilen
-80 W\
-90 '
-100

4.4. Elektrofizyolojik Degerlendirme Bulgular:

Elektrofizyolojik incelemelerde her grupta ortalama latans siiresi, pozitif ve
negatif pikler arasi mesafe (p-p arasi mesafe) ve maksimum pozitif pik (p-max.),
negatif pik (p-min.), standart deviasyon degerleri hesaplandi [Tablo 4.10.].

Gruplar arasinda ve ayni grubun denekleri arasinda ilk ve son Ol¢timlerin
ortalama degerleri karsilastirildi. Kontrol ve Sham grubunun saglam tarafindan
alinan ol¢timler ile grup 1 ve grup 2' nin deney tarafindan (sol taraf) alinan Sl¢timler
birbirleri ile karsilastirildi. Farkli gruplardan elde edilen EMG kayitlarina iliskin
ornekler sekilde gosterilmektedir [Sekil 4.5.1.a,b., Sekil 4.5.2.a,b., Sekil 4.5.3.a,b.,
Sekil 4.5.4.a,b.].
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Tablo. 4.10. Gruplar arasinda ortalama p-p, p-max., p-min. degerlerinin karsilagtirilmasi. Pozitif ve
negatif pikler arasindaki mesafenin (p-p arasi mesafe), p-max., p-min. degerlerinin
gruplar arasinda karsilastirilmasi.

Gruplarm Ortalama P min. P max. ve P-F Degerlerinin
Karsilastirimasi
15
10
> /—.\ - =&=—Vkontrol
: N
§ 0 - : : == sham
s n
5 pm . pmax. 1 pmax. 2 p-p 1 p-p 2 grup 1
\;/ ———crUp 2
-10
-15
p min, p max, p-p degerleri
4.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol ve sham gruplari arasinda p-p 1 (p-max. ile p min. degerleri arasindaki
farkin 1.glin 6lgtimii) degerleri acisindan anlamli farklilik bulunmazken, p-p 2 (p-
max. ile p min. degerleri arasindaki farkin 8 hafta sonunda o&l¢limii) arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (p<0.05, uygulanan test Mann
Whitney U ve Wilcoxon testidir) [Sekil 4.5.1.a,b.]. Diger gruplarla kiyaslandiginda
sadece Kontrol ve Sham grubu i¢in p-min.1 ve p.min. 2 ortalama degerleri arasinda
anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.001). [Tablo 4.11.]. 4 grup arasinda p-max. 1
(ilk 6l¢tim) ve p-max. 2 (8.hafta 6l¢timii) ortalama degerleri arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal Wallis testi uygulanmistir). Latans Ol¢timleri de
gruplara gore istatistiki olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0.05). Calisma
grubu olgularda latans 6l¢timii kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik olarak
saptanmistir. Kontrol grubunun ortalama latans degerleri arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal wallis testi uygulanmistir).
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Sekil 4.5.1.a,b. Kontrol gruplarindan alinan EMG kayit 6rneklerinin karsilastirmasi. A.ilk (1.giin)
p-max. ve p-min. dl¢timii B. 8. hafta sonunda alinan p-max. ve p-min. 6l¢iimi.

Tablo 4.11. Kontrol grubu iginde ortalama p max., p min. ve p-p degerlerinin karsilastirilmasi.

Kontrol Grubu

S e

max.1l pmax.2 p-pl p-p 2

—4— kontrol

Milivolt

p min, p max, p-p degerleri

4.4.2. Sham Grubu
Ik (1.giin) 6lciilen p-p 1 degerleri arasinda kontrol ve sham grubu arasinda
anlamli bir farklilik bulunmazken, son 6l¢iilen (8.hafta) p-p 2 degerleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (p<0.05, uygulanan test Mann
Whitney U ve Wilcoxon testidir). Kontrol ve Sham gruplar1 i¢in ortalama p-min. ve
p-max. degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.001, uygulanan test
Kruskal Wallis testidir). Sham grubu i¢in p-max. 1 (ilk 6l¢iim) ve p-max. 2 (8.hafta
6l¢timil) ortalama degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (Mann Whitney
U Testi uygulanmistir.) [Sekil 4.5.2.a,b.].
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Sekil 4.5.2.a,b. Sham grubundan alinan Emg kayit ornekleri karsilastirmasi. P max. ve P min.
degerleri gosterilmistir. a. i1k 6l¢iim b. 8. hafta sonunda alinan 6l¢iimdiir.

Tablo 4.12. Sham grubu iginde ortalama p max, p min ve p-p degerlerinin karsilastiriimasi.

Sham Grubu

—4—sham

Milivolt
Q

P mi pmin. 2/pmax.1l pmax.2 p-pl pp 2

-10 4

_15 .
P min, p max, p-p degerleri
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Yine 4 grup arasinda maximum degerler ag¢isindan anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal Wallis testi uygulanmistir.) [Tablo 4.12.]. 4 grubun
ortalama latans degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal
Wallis).

4.4.3. Grup 1 (Kesi Grubu)

Grup 1 (kesi grubu) ve Grup 2 (kesi+ ozon grubu) arasinda p-p 1 ve p-p 2
ortalama degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki vardir [Tablo 4.13].
p=0.01, p<0.05, uygulanan test Mann Whitney U ve Wilcoxon Testidir. Standard
deviasyon degeri i¢in grup 1'de anlamli bir farklilik goriilmemistir (p=0.296, p>0.05,
Mann Whitney U Testi). 4 grup arasinda maximum degerler agisindan anlamli
farklilik  bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal Wallis testi uygulanmistir) [Sekil
4.53.a,b.].

-

Sekil 4.5.3.a,b. Grup 1 EMG kayit ornekleri karsilastiriimasi. P max ve P min degerleri
gosterilmigtir. A.Ilk 6l¢iim B. 8 hafta sonunda alinan 6l¢iimdiir.

Ozellikle Grup 1' de latans 1 ve latans 2 degerleri arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.05, uygulanan test Mann Whitney U Testi) ve dort grubun
ortalama latans degerleri arasinda farklilik bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal Wallis
Testi).
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Tablo 4.13. Grup 1 i¢inde ortalama p max., p min. ve p-p degerlerinin karsilastiriimasi.

Grup 1 (Kesi Grubu)

w =W

Milivolt
[

grup 1

4 4pmin.l pmin/ pmax.1l pmax.2 p-pl p-p 2

p min, p max, p-p degerleri

4.4.4. Grup 2 (Kesi + Ozon Grubu)

P- max

P- min

- e
B i
I i
/ v
[ w I.- (L]

Sekil 4.5.4.a,b. Grup 2'den alnan EMG kayit 6rnekleri karsilagtirilmasi. A. Postoperasyon oncesi ilk
6l¢tim, B.postoperasyondan 8.hafta sonra yapilan P max. ve P min. 6l¢timii 6l¢timii.
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Grup 2 igin p-min. 1 ve p-min. 2 ortalama degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki vardir (p<0.001). P min. 1 i¢in grup 2 ortalama degerler agisindan
farkliliklar vardir (p<0.05, Kruskal Wallis testi uygulanmistir) [Sekil 4.5.4.a,b.,
Tablo 4.14].

Tablo 4.14. Grup 2 i¢inde ortalama p max., p min. ve p-p degerlerinin karsilastiriimasi.

Grup 2 (Kesit+ Ozon Grubu)

/

—W ——grup 2

A
e

¥

Milivolt

R W N RO e, N W

p min, p max, p-p degerleri

Grup 2 igin standart deviasyon agisindan fark bulunmaktadir (p<0.001, Mann
Whitney U Testi). Grup 1 (kesi grubu) ve Grup 2 (kesi+ ozon grubu) arasinda p-p 1
ve p-p 2 ortalama degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski vardir (p<0.05,
uygulanan test Mann Whitney U ve Wilcoxon Testidir). 4 grup arasinda maximum
degerler agisindan anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.05, Kruskal Wallis testi
uygulanmistir.). 4 grubun ortalama latans degerleri arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir. (p<0.05, Kruskal Wallis testi uygulanmustir). Siire olglimleri ise
gruplara gore istatistiki olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05).
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TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalar1 morbidite, ekonomik ve sosyal aktivite kaybinin
O6nemli sebeplerinden biridir [24]. Periferik sinir yaralanmalarindan sonra tedavideki
asil amag, sinir biitlinliigtintin tekrar saglanarak iletimin geri doniisiinii ve dolayistyla
kaybolan motor ve duyu fonksiyonlarinin restorasyonunu saglamaktir [22,27,28].
Periferik sinir rejenerasyonun klinik sonuglarini etkileyen ¢esitli nedenler vardir.
Onarim hattinda olusan iskemi ve devamindaki inflamatuar siirecte, yaralanma
bolgesinde basta serbest oksijen radikalleri olmak iizere, toksik etkili birgok ajan
birikir [39,40]. Sonugta membran permeabilitesi bozulur ve hiicre igine kalsiyum
akis1 baglar. Hiicre i¢inde kalsiyum iyonunun artmasi proteolitik enzimleri aktive
ederek, norofilament ve mikrotiibiilleri de kapsayan hiicre yapi taslarinin yikimina
neden olur [41,42].

Periferik sinir kesileri sonrast hiicre govdesinde goriilen kromatolitik
degisiklikler iyi bilinmektedir. Periferik sinir iyilesmesini tam olarak anlamak i¢in
hasarin tam olarak anlagilmasi yani, hasar sonrasi1 déonemde sinir ve ¢evre dokularda
olusan degisikliklerin morfolojik ve molekiiler diizeyde bilinmesi gereklidir. Bu
amaca yonelik olarak sinir hasarini simiile etmek iizere ¢esitli deney hayvanlarinda
farkll sinir hasar1 modelleri olusturulmustur. Bu deney modellerinin birbirlerinden
farklilig1 hasarinin olusturulma yeri, siddeti, bi¢cimi ve stiresidir. Periferik sinir hasari
olusturmak igin ezi [44.45], kesi [46], termal hasar [47], norotoksik maddeler [48,49]
ve iskemi [50] gibi modeller kullanilmaktadir. Bu modeller igerisinde en ¢ok
kullanilanlari; siyatik sinirin tam kesisi ve ezisidir [51]. Daha ¢ok tercih edildigi i¢in
calismamizda rat periferik sinir hasari modeli olarak siyatik sinirin tam kesisini
kullandik.

Ozon kimyasal yapisi itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla birlikte, florin ve
perstilfattan sonra, bilinen ti¢lincii en gii¢lii oksidan maddedir [105]. Dr. Bocci ve Dr.
Leon, 1999 yilinda da Dr. Peralta farmakolojik olarak ozonun serbest radikallere
kars1 antioksidan sistemleri nasil aktive ettigini bilimsel olarak gosterdi [111,115].
Ozon ii¢ oksijen atomundan olusan bir kimyasal bilesiktir (O3). iki atomlu normal
atmosferik oksijenin (O;) ¢ok yiiksek enerji tasiyan bir sekli [104,105] olup lipid
peroksidasyonunu ve mitokondrial hasar1 azaltarak ayrica antioksidan olan diger
enzimlerin salinimini stimiile ederek infarktli bolgeyi siirlar. Ek olarak infarkth
bolgede 6demi ve eksitotoksik hasar1 azaltir [113,118].

Cok yiiksek  konsantrasyonlari  oksidatif hasar yaparken  diisiik
konsantrasyonlarinin higbir terapdtik etkisi yoktur. Ozon uygulamalar1 yara
iyilesmesi [203] , peritonit [203,204] , piirtilent ve iyilesmeyen yaralar [203] ,
dekiibitisler [203-205], termik travmalar [203,204], yikilmaci akciger ve pleura
hastaliklar1 [203-205], artropatiler, arteriosklerosiz [50,51], diabetes mellitus
komplikasyonlar1 [120-123, 203-205], pankreatitler ve lumbal disk hernilerinin
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(LDH) tedavisi [125, 203-205] , gibi bir¢ok kullanim alani vardir ayrica yasa bagh
makiiler dejenerasyon [165,166,206,207], iskemik ve infeksiyoz hastaliklarda
[206,207], yapilan vaka analiz ¢alismalarinda da olumlu etkiler géstermistir. Bunun
yaninda basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan [198, 206,207], hepatitlere [206,207],
kadar uzanan genis bir araliktaki cesitli enfeksiyon hastaliklarinda etkin olarak
uygulanmaktadir [206,207]. Bu bilgilere dayanarak 6zellikle klinikte ¢ok genis bir
dagilim alan1 olan ozonun siyatik sinir tam kesisi {izerine tedavi edici etkisini
elektron mikroskopik (EM), elektrofizyolojik (EMG) ve biyokimyasal olarak
gosterdik.

Ozon terapi, saf oksijen ile ozonun belirli oranlarda (%0,05-5 Os; %95-99.95
0,) karigtirilip, bu karisimin degisik yontemlerle hastaya uygulanmasini igeren bir
tedavi seklidir [106,107]. Ozon, hi¢bir zaman saf olarak verilmemeli ve belirli
oranda oksijenle karistirilarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen %95°den az
ozon ise %5’ten fazla olmamalidir [105]. Ozon tedavisi otohemoterapi,
intraperitoneal, rektal insiiflasyon ve ozonlu su seklinde uygulanabilmektedir. [118].
Ozon giiclii bir oksidasyon olusturma yetenegine sahiptir [106]. Bocci V, Travagli V'
nin [144] ozon'un biyolojik etkilerini ag¢iklamak i¢in yaptiklar1 ¢alismalarda daha ¢ok
intraperitoneal uygulama yontemi tek basina veya kombine olarak uygulanmistir
[144]. Bu ylizden ¢alismamizda intraperitoneal yontem kullanilmistir.

Q.Lin ve arkadaglar1 [214] ratlarda periferik sinir ve yapisi lizerine ozon'un
farkl konsantrasyonlarinin etkisini degerlendirdikleri calismada siyatik siniri etrafina
enjekte edilen 10-80 pg/ml ozon konsantrasyonunun periferik sinirde ciddi bir hasara
ve sekele neden olmadigini1 ve ozon konsantrasyonu 80 pug/ml altinda oldugu zaman
antioksidan sistemin dokulardaki ve hiicrelerdeki hasar1 sinirladigini ve klinik
calismalarda 20-50 pg/ml konsantrasyonda ozon kullanildigini belirtti [214]. Bu
ylizden calismamizda uygulanan ozon konsantrasyonu 10 -80 pg/ml araliginda
olmasina dikkat edildi ve klinik ¢aligmalarda 20-50 pg/ml konsantrasyonda ozon
kullanildig: igin 35 -40 pg/ml (orta konsantrasyonda) ozon konsatrasyonu Hermann
marka klinik ozon jeneratorii tarafindan hazirlanmistir ve tedavi goren gruptaki (grup
2) her denege 5 ml olmak tizere 2 ay siire ile intraperitonal olarak ozon verilmistir.

Ozon suda kolayca ¢oziiniir ve ayrisir. Imflamatuar hiicre faktodrlerini
sinirlandirabilir, siklooksijenazi aktive eder ve histiositik oksidasyona karsi stres
cevabini azaltir. Ozon plazmaya geldiginde ayrisir ve antioksidanlarla hizli
reaksiyona girer hidrojen peroksit ve lipit peroksidasyon iirtinleri gibi coklu
doymamis yag asitleri iiretir, 4 hidroksinenonal kanin fizyolojik fonksiyonlarini ve
endotelyal hiicreleri aktive eder ve ¢esitli hastaliklar1 diizenler ve tedavi eder. Serbest
radikaller ¢esitli patolojik siireclerin gerek baslaticisi, gerek ara basamaklarda ise
karigabilen, gerekse sonucunda ortaya ¢ikabilen reaktif maddelerdir. Bunlar,
organizmada aerobik solunum sirasinda mitokondride ve fagositlerde solunum
patlamasi1 gibi c¢esitli fizyolojik durumlarda da olusabilmektedir [23]. Aerobik
canlilar serbest radikallerin toksik etkilerinden korunmak i¢in antioksidan sistemler
gelistirmislerdir. Bunlar enzimatik olan ve non enzimatik olanlar diye ayrilir.
Enzimatik olanlar1 stiperoksit dismutaz (SOD) [150] katalaz (CAT) [151] ile
glutatyon peroksidaz (GPx) [152,153] glutatyon s-transferaz (GST) [154,155]
glutatyon (GSH) [156] ve glutatyon rediiktazdan (GR) [157] olusan glutatyon
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sistemidir [111]. Bu nedenle ¢alismamizda enzimatik antioksidan 6zelligi gosteren
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve MDA
(malonil dialdehit) ¢alisiimistir.

Bocci ve Carlo [108] yaptiklar1 ¢alismada uygulanan ozon dozu ile dogru
orantili olarak glutatyon ve total antioksidan seviyesinde once azalma ve lipit
peroksidasyonu, okside glutatyon diizeyinde artma oldugunu gostermis ve
uygulamadan 20 dakika sonra antioksidan diizeylerinin eski haline dondiigiinti tespit
etmistir [108]. Yine Bocci V, Travagli V, Rice-Evans C ve arkadaslarinin [115]
yaptiklar1 ¢aligmalarda ozonun terapotik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu ozon konsantrasyonu total antioksidan kapasitesini %25'ten fazla
dusiirmedigi gibi azalan antioksidanlarin 20 dakika sonra eski haline gelmesinde rol
oynadigini belirtmistir. Bu bulgular1 destekleyici olarak gruplarimiz arasindaki
istatistiksel farklilik tek yonlti varyans analizi ve sonrasinda tukey testi ile
degerlendirilmistir. p<0.001 kontrol, sham, kesi+ozon gruplari ile karsilastirildiginda
ve p<0.01 kontrol, sham ve kesi gruplar ile karsilastirildiginda anlamli farklilik
gostermistir. Kesi+ozon verilen grupta plazmada GPx (glutatyon peroksidaz), SOD
(stiperoksit dismutaz), CAT (katalaz) ve MDA (malonil dialdehit) aktivitesini
arttirdigi yani hiicre i¢i antioksidan enzim seviyelerinde yiikselme goriilmiistiir.
Superoksit dismutaz, dogal antioksidan savunma sisteminde yer alan ve superoksit
anyonlarin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan enzimlerden birisidir. Sinir kesisi
sonucunda ortamda meydana gelen enflamatuvar reaksiyonlara bagli olarak
superoksit anyonlarin artig gostermesi, buna bagli olarak membranlarin zarar gérmesi
sonucu SOD aktivitesinin azalmasi, serbest oksijen radikallerinin oksidatif
hasarlarini arttiracaktir. Calismamizda siyatik sinir kesisi sonrasi SOD aktivitesinin,
kesi+ozon grubunda kesi grubuna gore artis gosterdigi ve SOD aktivitesinin anlamli
olarak arttig1 dikkati ¢ekmektedir. Bu ozon'un antienflamatuvar etkisinin bir sonucu
olarak degerlendirilebilir. Calismamizda gordiiglimiiz antioksidan enzim seviyesinin
yiikselmesinin bir nedeni daha olarak; ozonun plazmada reaktif oksijen ornekleri
(ROS) tiretmesi, ROS’un da ¢ok sayida biyokimyasal yolu tetiklemesi ve bu yolla
plazmadaki antioksidan enzim seviyesini ylikselterek sinir kesisi {izerine
rejenerasyon yetenegini arttirmasindan kaynaklandig diistintilebilir.

Q.Lin ve arkadaslari'nin [214] ratlarda yapmis olduklar1 ¢alismada periferik
sinir ve yapist lzerine intraperitoneal olarak uyguladiklari ozon'un farkli
konsantrasyonlarinin etkisini 151k mikroskobu ile degerlendirmislerdir [214].
Calismada ozon verilen grupta epindryumda az bir hasar gériilmiisken, perinéryumda
sinir lif ve demetlerinde agik bir hasar olmadigmmi ve tiim ozon gruplarinin
ozelliklerinin yaklasik olarak ayni oldugunu rapor etmislerdir [214]. Periferik sinir
kesisi modelinde uyguladigimiz intraperitoneal yontemde benzer sekilde yaptigimiz
151k mikroskobik incelemesinde yar1 ince kesit 151k mikrograflarinda kesi (grup 1) ve
kesi+ozon (grup 2) gruplarinin miyelinli ve miyelinsiz liflerin normal ultrastriiktiir
sergiledikleri ve perindryumda sinir lif ve demetlerinde belirgin bir hasar olmadig1
gozlemlendi.

Vogelaar ve ark. [213] olusturduklar1 sinir hasar1 sonrasinda, duyu ve motor
fonksiyonlarin yaklasik 3.haftadan itibaren ileri derecede geri dondiigiini ve 30.

giinde hem siyatik fonksiyonel indeksin hem de geri ¢ekme refleksinin normale
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yakin degerlere geldigini gozlemlemislerdir [213]. Bervar M [216] ise yapmis oldugu
calismada sinir kesisi sonrasi uygulanan tedavinin motor fonksiyonel iyilesme
tizerine etkisini degerlendirmek tizere yaralanma sonrasi footprint analizi
yapilmasinin motor fonksiyonel iyilesmenin 6nemli bir gostergesi oldugunu
belirtmistir [216]. Bu nedenle degerlendirme testlerinden biri olarak footprint analizi
uygulanmistir ve 1.glin, 2., 4., 6. ve 8. haftada yapilan footprint analiz sonuclari
degerlendirildiginde, kesi sonrasi 1. giin ve 2.haftada gruplar arasinda anlamli bir
fonksiyonel iyilesmenin olusmadigi goriilmiistiir. Buna karsin -50 SFI degerine
ulasilmast grup 2’de postoperatif 4.haftada gerceklesirken, grup 1 de postoperatif
8.haftada SFI degerindeki —50° lik diizeye ulagsmistir. Ayn1 zamanda grup 2’de
postoperatif 6. ve 8. haftada iyilesmenin belirgin oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Kesitozon grubunda kesi grubuna gore belirgin bir fonksiyonel iyilesme meydana
gelmesine ragmen, 8 haftalik siire i¢inde gruplarin higcbirinde tam bir motor
fonksiyonel iyilesmenin olugmadig1 gézlenmektedir.

Duyusal fonksiyon testi bulgularina gére Grup 2 ve Grup 1 karsilastirildiginda
preoperasyon p=0,007, postoperasyon 2. hafta p=0,035. p<0.05 oldugu i¢in anlaml
bir farklilik goriilmiistiir. Ozellikle postoperasyon 2.haftada anlamli farklilik ¢ikmis
olmasi ozonun periferik sinir kesisi lizerinde iyilestirici etkisi oldugunu gosteriyor
olabilir. Bu degerler duyusal fonksiyon testi bulgularimizi1 desteklemektedir. Stoll G
ve Miiller HW. [215] yapmis olduklari ¢alismada da periferik sinir yaralanmasinda
sinir lifleri ve schwann hiicrelerinin primer hedef olduklari belirtmistir [215].
Periferik sinir kesisi modelinde uyguladigimiz intraperitoneal yontemde yaptigimiz
elektron mikroskobik incelemesinde deneklerden elde edilen siyatik sinir elektron
mikrograflarinda grup 2 6rnekleri schwann hiicresi ve sitoplazmik organel zenginligi
ile grup 1 6rneklerine gore ultrastriiktiirel olarak farklilik gostermekteydi. Bu nedenle
tedavi uyguladigimiz grupta gérmiis oldugumuz primer hedef hiicrelerinin
rejenerasyon i¢in 6nemli bir adim oldugunu diistinmekteyiz.

Chung MS ve arkadaslar1 [211] supramaksimal uyarim ile elde edilen bilesik
kas aksiyon potansiyel egrilerinde amplitiit olarak pozitif ve negatif pikler arasi
mesafe (p-p arasi mesafe) ol¢iildiigiinii belirtmistir [211]. Wolthers M ve ark. [212]
bu Ol¢iim ile uyariya yanit veren motor lif populasyonu, bunlarin cevaplarinin
senkronizasyonu ve akson tarafindan innerve olan motor {initenin boyutu hakkinda
bilgi sahibi olunabildigini ve aksonal rejenerasyon artip, remyelinizasyon ilerledikge,
daha fazla lifte olusan degisim ile cevabin senkronizasyonu ve amplitiidiin artacagini
rapor etmisglerdir [212]. Bu nedenle pozitif ve negatif pikler aras1 mesafe (p-p arasi
mesafe), latans siiresi, maksimum pozitif pik (p-max) degerleri ve minimum pozitif
pik (p-min) degerleri 6l¢iildi. Calismamizda dort grubun ortalama latans degerleri
arasinda farklilik bulunmaktadir (p<0.05). Grup 2 i¢in p-min 1 ve p-min 2 ortalama
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p<0.001). Yine
Grup 1 (kesi grubu) ve Grup 2 (kesi+ ozon grubu) arasinda p-p 1 ve p-p 2 ortalama
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<@.05). Ozon tedavisi
uyguladigimiz grubun 1.glinli ve 8.hafta sonunda yaptigimiz EMG o6l¢timleri
arasindaki p-p, p max ve p min degerleri arasindaki fark bizi ozon'un sinir
rejenerasyonu tizerine anlamli bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir.
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SONUCLAR

Calismamizda fonksiyonel, elektrofizyolojik (EMG), biyokimyasal ve elektron
mikroskopik diizeyde periferik sinir kesisi sonrasi intraperitoneal olarak uygulanan
ozon'un morfolojik hasar1 onarmada etkili oldugunu ve iyilesmenin SFI ve EMG
sonuclariyla da desteklenerek postoperasyonun 8.haftasinda maximum diizeyde
oldugunu tespit ettik.

Ratlar iizerinde intraperitoneal yontemle uygulanan ozonun oksidatif stresi
azaltarak noroprotektif etkisi oldugunu gosterdik ancak klinikte uygun doz ve
muhtemel yan etkilerinin daha fazla aragtirilmasi gerekmektedir.

Intraperitoneal yontemle uygulanan ozonun gelecekte periferik sinir

cerrahisinden sonra uygulanabilirligi olan alternatif bir yontem olabilecegini
dustinmekteyiz.
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