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ONSOz

“Hiperbarik oksijen tedavisinin (HBOT) sebep oldugu genotoksik
etkilerin incelenmesi” baslikli doktora tezimde hocam Prof. Dr. Yalcin
DUYDU danismanliginda GATA Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip
AD’dan 100 hastadan numune alinarak calisiimistir. Bu hastalarda
DNA hasar1 ve onarimi incelenmis ayrica Kklastojenik etkiler
arastirilmistir.

Doktora tezimin deney kurgusu, deneysel calismalar1 ve tezin
hazirlanmas1 sirasinda bana yol gosteren, her konuda benden
yardim, hosgérii ve destegini esirgemeyen, tecruibeleriyle beni
yetistiren degerli hocam Sayin Prof. Dr. Yalcin DUYDU’ya sonsuz
saygi ve tesekkurlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda her turli olanagi saylayan, destek ve
yardimlarini esirgemeyen Anabilim Dalimiz Ogretim Uyesi hocalarima
saygilarimi sunar, tesekklr ederim.

Gerek calismalarim, gerekse 06zel hayatimda destek ve
yardimlarin1 esirgemeyen sevgili arkadasim Ozge ULKER’e ve
Anabilim Dalimizin diger arastirma goérevlisi arkadaslarima tesekktr
ederim.

Tezim sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof Dr.
Nursen Basaran’a ve her turli yardim ve destegini goérdigim
arkadasim Dr. Sevtap AYDIN’a tesekktirlerimi sunarim.

Benden yardim ve desteklerini esirgemeyen, deneylerimin bir
kismini1 yapabilmem icin bana laboratuarlarini sunan Yeditepe
Universitesi Eczacilik Faktiltesi Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Ecz.
Ahmet AYDIN’a tesekktlir ederim.

Tezimin deneysel asamalarindaki hastalarin takibi ve numune
alimlarin1 temin eden ve bu konuda yardim ve desteklerini
esirgemeyen GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Sualti Hekimligi ve
Hiperbarik Tip Servisi Ogretim Uyesi Sayin Doc¢. Dr. Hakan AY ve
GATA Sualti1 Hekimligi ve Hiperbarik Tip AD Ogretim Uyesi Dr. Kemal
Simsek’e ve diger Ogretim Uyelerine, calismalarimda bana yardimeci
olan arkadasim Dr. Bio. Ayse EKEN’e ayrica numune alimi ve anket
doldurma asamalarinda yardimlarini esirgemeyen hemsire Eda
DEMIR, Hiulya YIGIT, Nurhan OZCAN ve Kiymet KOC’a
tesekktirlerimi sunarim.

Yaptigim calismalar sirasinda ve tim hayatim boyunca bana
gosterdikleri manevi destekten dolay: aileme, her konuda hosgoéri ve
destegini esirgemeyen sevgili esim Ozgiir USTUNDAG’a ve biricik
kizzim NISAN’a tesekktirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

1.1.1. Tanimi ve Tarihcesi

Hiperbarik Oksijen (HBO) tedavisi, tamamen kapali basing
odalarinda, normal atmosfer basincindan yuksek basin¢lar altinda
aralikli olarak %100 oksijen solutulmak suretiyle uygulanan tibbi

tedavi yontemidir (Cunningham, 1927).

Hiperbarik tedavinin tarihcesi cok eskilere dayanmaktadir. i1k
olarak Ingiliz bir papaz olan Henshaw, hentiz oksijen kesfedilmemis
iken, kapali bir odada basinci artirma fikri ile 1662 yilinda sizdirmaz
bir oda insa ederek hastalar lizerinde uygulama yapmistir (Gill ve
Bell, 2004). 1879 yilinda Fransiz cerrah Fontaine tekerler tizerinde
hareket edebilen ve icindeki basincin arttirilabildigi bir ameliyat odasi
insa etmis ve bu oda icinde cerrahi ameliyatlar gerceklestirmistir
(Fontaine, 1879). 1891 yilinda Corning, Birlesik Devletler’e “Basinclh
hava tedavisi’ni tanitmis ve elektrik enerjisi ile calisan kompresérii
isleten ilk kisi olmustur (Corning, 1891) . Kansas Universitesinde
anestezi profesérii olan Cunningham, kalp ve dolasim bozuklugu
olan insanlarin yuksek irtifada yasadiklarinda kétulestiklerini, deniz
seviyesine donduklerinde ise duizeldiklerini tespit etmistir. Bu tespiti
baz alarak, artirilmis atmosferik basincin kalp ve dolasim
hastaliklarinda yararli olabilecegini dustinmustir. 1918 yilindaki
grip epidemisinde hastalanarak hayvan deneylerinde kullandigi
hiperbarik odaya yerlesmis ve kendine basin¢g uygulamistir. Bu

sekilde kendini hipoksi krizleri suUresince basarili bir sekilde



oksijenize etmistir. Bu olayla birlikte Kansas sehrinde 27 metre
uzunlugunda 3 metre eninde bir oda insa etmis ve hasta gruplarini
tedavi etmeye calismistir (Jacobson ve ark., 1965). 1775 yilinda
Priestley tarafindan oksijenin kesfedilmesiyle birlikte hiperbarik

uygulamalarda artis olmustur.

HBO tedavisinin buginkd anlamda kullanilmasi 19307Tu
yillardan sonra Amerikan ve Ingiliz donanmalarinda dekompresyon
hastaliginin tedavisinde kullanilmaya baslamasi ile ortaya cikmistir.
Tedavi edici hekimlikte hiperbarik odalarin kullanimi ise Churchill-
Davidson’un caligmalar: ile 1955 yilinda baslamistir. Bu arastirmaca,
kanser hastalarinda radyasyon tedavisinin etkilerini artirmak icin
yuksek oksijen iceren ortami kullanmay: deneyen ilk kisi olmustur
(Churchill-Davidson ve ark., 1955). Daha sonralar: ¢esitli arastiricilar
ve doktorlar tarafindan buytik damarlarin transpozisyonunda, CO
zehirlenmelerinde ve anaerobik enfeksiyonlara kars: kullanilabilecegi

gosterilmistir (Gill ve Bell, 2004).

1.1.2. Basin¢ Odalar:1 ve Tedavinin Uygulanmasi

HBO uygulamas1 icin kullanilan odalara “Hiperbarik oda” denir.

Genel olarak 2 cesit hiperbarik oda kullanilir:

a) Tek kisilik hiperbarik kabin



Sekil 1.1 Gulhane Askeri Tip Akademisi (GATA), Sualti Hekimligi ve
Hiperbarik Tip Anabilim Dalinda bulunan tek kisilik hiperbarik kabin

b) Cok kisilik hiperbarik oda

Sekil 1.2 Gulhane Askeri Tip Akademisi (GATA), Sualti Hekimligi ve
Hiperbarik Tip Anabilim Dalinda bulunan cok kisilik hiperbarik oda

Bu odalarin basinci hava ile artirilir ve hastalar 6zel maskeler
veya oksijen basliklari yardimiyla oksijen solurlar. Tedavi
kosullarinda normal atmosfer basincinin (1 ATA= 760 mm Hg)
lUzerinde ve 3 ATA’ya kadar basin¢ uygulanabilir. Cogu tedavi 2 veya
3 ATA basincta verilir ve ortalama tedavi suresi 60-120 dakikadir.
Uygulama sayis1 akut durumlarda 3-5 seanstan, kronik durumlarda
ise 40-80 seansa kadar degisebilir. Tedavi uygulamasindan oénce
guvenlik acisindan hastalarin tedavi esnasinda statik elektrik

yukleyebilecek giysiler, petrol Urinu giysi ve kozmetik malzemeler



kullanmamalar: gerekmektedir. HBO tedavisi alacak hasta uygulama
hakkinda bilgilendirildikten sonra tedavi prosediri bu konuda
tecrubeli saglik personeli tarafindan uygulanir. Tedavi esnasinda da

hasta yonledirilebilir (Topal ve Korkmaz, 2008).

1.1.3. Temel Etki Mekanizmasi ve Fizyolojik Etkileri

Hiperbarik oksijenizasyonun insan vicudu Uzerinde 2 temel etkisi
vardir. Bunlardan biri viicut icindeki gazlar tizerine mekanik etkisi,
digeri ise parsiyel oksijen basincini (pO2) arttirici etkisidir. Genel

olarak tedavi edici etkinligi bu 2 temel etki tizerindedir.

1. Mekanik Etkisi: Basing¢ artisinin mekanik etkisi insan viicudundaki
hava kabarciklar1i ve gaz iceren bosluklar tUzerinde yaptig:
degisikliklerle olusur. Bu etkiler fizik kanunlarindan Boyle-Mariotte
kanunu (sabit sicakliktaki hacim basincla ters orantilidir) ile
aciklanir. Basing arttikca havanin hacmi bu kanun geregince
azalacagindan dekompresyon hastaligi  ve gaz embolisi

hastaliklarinda hiperbarik tedavi kullanilmaktadir.

2. Oksijen Coéziiniirliigiinii Arttinnct Etkisi: Normal sartlar altinda
oksijen c¢ok buyltk oranda kanda hemoglobine baglh olarak
tasinmakta cok az bir kismi plazmada c¢oézinmektedir (%1,5-3).
Fakat hiperbarik sartlarda viicudun rutin gereksinimlerini tek basina
karsilayabilecek kadar oksijenin plazmada c¢6ziinmesini saglamak
mumkuindir. Ornegin 3 ATA’da kandaki ¢éziinmuis oksijen icerigi %
6,8’lik bir hacme yukselir. Plazmada ¢6ztinmus oksijen orani %6’y1
gectiginde oksihemoglobin, arteriyel sistemden ven6éz sisteme

degisime ugramadan gecebilir; ¢cinkd plazma icerisindeki ¢6zUnmus



oksijen, hemoglobine bagli oksijene oranla ¢cok daha kolay kullanilma
olanagina sahiptir. Boylece sadece plazma, dokularin ihtiyaclarini
karsilamak icin yeterli oksijen tasima kapasitesine ulasmis olur.
Boylece doku oksijenizasyonu yetersizligi ile seyreden bircok

hastalikta kullanilir (Topal ve Korkmaz, 2007, Ay ve Simsek, 2008).

3 ATA’da %100 oksijen kullanarak doku oksijenlenmesini 10-15
kat arttirmak mumkuin olabilmektedir. Bu yuiksek doku oksijen
duzeyleri ise 30 dakika ile 4 saat arasinda degisen surelerle devam

eder (Jain, 1996).

1.1.4. Kullanim Alanlar1 ve Fizyopatolojik Etkileri

HBO, klinik kullanimda bilinen ve hentz bilinmeyen bircok
fizyopatolojik mekanizma tuUzerinden tedavi edici etkisini gOsterir.
HBO’nun klinik kullanimi oksijenin 3 ATA maksimum parsiyel
basinci ile uygulanmasi ile sinirlandirilmistir. Gintiimuizde hiperbarik
oksijen tedavisi tek tedavi araci ve destek tedavi araci olarak temelde

asagidaki hastalik gruplarinda kullanilmaktadir:

» Vurgun ( Dekompresyon hastalig),

» CO (karbon monoksit) zehirlenmesi, siyanid zehirlenmesi, akut
duman inhalasyonu,

» Hava-gaz embolisi,

» Yumusak dokunun nekrotizan enfeksiyonlar1 (derialti, kas,
fasya),

» Crush yaralanmalari, kompartman sendromu ve diger akut
travmatik iskemiler,

» Yara iyilesmesinin geciktigi durumlar (diyabetik ve diyabetik
olmayan),

» Kronik refrakter osteomiyelit,



Asir1 kan kayba,

Radyasyon nekrozlari,

Termal yaniklar,

Tutmas stipheli deri flepleri ve greftleri,
Beyin absesi,

Anoksik ansefalopati,

Ani isitme kayba,

Retinal arter okltizyonu,

Kafa kemikleri, sternum ve vertebralarin akut osteomiyelitleri,

YV V.V V V V V V V V

Gazl gangren

Dolasim Sistemindeki Hava Kabarciklarnina Etkisi:

Dekompresyon hastaliginda oldugu gibi cesitli patolojik durumlarda
da insan vicudunda dokular veya dolasim sisteminde hava
kabarciklar1 olusabilmekte ve olustuklar1 ortamda sorunlara ve
fonksiyon bozukluklarina yol acabilmektedirler. Dekompresyon
hastaligi, “dalgic hastaligi” olarak da bilinmektedir. Dalgiclar su
altina her on metre indikce, Uzerlerinde olusan basing da 1 ATA
artar. Bu basin¢ artisi nedeniyle, dalgiclarin su altinda tupten
solumus olduklar1 hava icerisindeki azot gazinin parsiyel basinci da
yukselir. Parsiyel basin¢ arttikca, kandaki azot gazinin ¢6zUinmus
miktar1 da artar. Bu durumdaki dalgicin, su altindan satha hizh
cikis1 sirasinda Uzerindeki basin¢g bu kez hizla azalir. Bu azalma,
kanda c¢6zinmus olarak bulunan azotun parsiyel basincini da
dusurur. Parsiyel basinct diisen azot, gaz haline gecer. Sonug olarak
damar icersinde gaz baloncuklari olusmaya baslar. Bu duruma
“vurgun” denir (Gékben, 2001). Bu olay, damarlarda goéruldtgu gibi
dokularda da gorulebilir. Olusan gaz kabarciklari mekanik
tikanmalara neden olur, kan akisini engeller, dolayisiyla doku
kaybina yol acar. Kabarcik boyutunun azaltilmasi HBO tedavisinin

mekanik etkisinden kaynaklanan bir 6zelligidir. Bu etki sayesinde



olusan kabarciklarin boyutlar1 zararli olduklar1 seviyenin altina
dusurulerek, dokularda ve dolasim sisteminde olusabilecek

patolojilerin éntine gecilmis olur (Gill ve Bell, 2004).

CO Zehirlenmesindeki Etkisi:

CO zehirlenmesinde HBO’nun kullanimi mortalite ve morbiditenin
buytk oranda azalmasini saglar. Bu nedenle CO zehirlenmesinde
HBO tedavisi hayat kurtarici en hizli yontemdir. CO zehirlenmelerine
bagli akut ve kronik dénemdeki etkilerin ortadan kaldirilmasinda
yararli oldugu bildirilmistir (Tibbles ve Perrotta, 1994, Weaver ve ark.,
2002). Ciddi CO zehirlenmesinde, en az bir seans 90 dakikalik 2,5-3
ATA HBO uygulamas: gereklidir (Waisman ve ark., 1998). HBO
tedavisi iskemik bulgular1 6énlerken, 6zellikle mitokondriyal enzimlere
baglanmis olan CO’nun ayrismasinda ve néropsikolojik bozukluklarin

duzelmesinde de buyuk yarar saglamaktadir (Okur ve ark., 2005).

Dokulardaki Kan Akimi ve Oksijenizasyona Etkist:

2 atmosfer (atm.) basincta oksijen solundugunda damarlarda
vazokonstriksiyon olur ve doku kan akimi %20 oraninda duser.
Normal doku pO2’si 30-40 mmHg’dir. Fakat enfeksiyon, travma veya
0demin sebep oldugu iskemi gibi patolojik durumlarda doku pO:
duzeyleri duser. pO2 30 mmHgnin altina dismesiyle fibroblast ve
l6kosit fonksiyonlarinda belirgin bir azalma olur. HBO uygulamasi ile
fibroblast sayisi artar, kolajen olusumu kolaylasir ve lékositlerin
baterisidal etkileri artar. Normal bir cilt dokusuna 2 ATA’da HBO
uygulandiginda doku pO2’si 250-300 mmHg’ya kadar yukselir. Bu
nedenle HBO uygulanan dokudaki %2071ik kan akimi azalmasi,
dokudaki artmis pO2 basinci tarafindan fazlasiyla kompanse edilir
(Dooley ve Mehm, 1990).

Hipoksik Yaralann lyilesmesine Etkist:



Iyilesmesi problemli yaralar genellikle hipoksi ile iliskilidir. 1960’larda
yara iyilesmesinde HBO wuygulamasi, diger tedavi yontemlerine
yardimci bir tedavi sekli olarak kullanilmaya baslanmistir. Bircok
klinik gbézlem ve bunu destekleyen deneysel calisma hipoksi altinda
yara iyilesmesinin geciktigini gdstermistir (Hammarlund ve Sundberg,
1994, Tompach ve ark., 1997, Zamboni ve ark., 1997). 1960’larda
yara iyilesmesinde HBO wuygulamasi, diger tedavi yoOntemlerine

yardimci bir tedavi sekli olarak kullanilmaya baslanmaistir.

Yara merkezindeki oksijen miktari, yarada enfeksiyon gelismesi
acisindan ana Dbelirleyici etkendir. Oksijen yara iyilesmesinde
hicrelerin enerji ihtiyaclarinin karsilanmas: yaninda bir antibiyotik
gibi davranir (Topal ve Korkmaz, 2008). Diyabetik yaralar,
kompartman sendromu (crush injury), gazli gangren, deri ulserleri,
nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlari, termal yaniklar, en yaygin
gorulen problemli yara cesitleridir. Bu yaralar, tedavilerinin zor
olmas1 nedeniyle genellikle amputasyonla sonuclanir. . lyilesmeleri
ise uzun zaman alir ve maliyet yuksektir. Diger yaralara kiyasla bu

tir yaralarin 6limle sonuclanma olasiligi buyuktur.

Hiperbarik oksijen tedavisi, bu tUr yaralarin klasik yollarla
tedavisinde tedaviye olumlu yanit alma oranini yukseltme, 6ltimle
sonuclanma riskini ortadan kaldirma, amputasyonu devre disi
birakma, tedavi stirecini kisaltma, tedavi maliyetini azaltma amaciyla
uygulanan bir destek tedavi yoludur. Destek tedavi yolu olma niteligi
hiperbarik oksijenin genel bir niteligi olsa da bazi durumlarda
destekten o6te, zorunlu bir tedavi yodntemi olarak o6ne c¢iktigi
gortulmektedir. Dolayisiyla HBO’nun destek veya zorunlu bir tedavi
yontemi olmasinda belirleyici olan, yaranin tirddur (Hammarlund ve

Sundberg, 1994, Tompach ve ark., 1997).



Yaniklardaki Etkist:

Yanik yarasinin ilerlemesi ilk 24 saat boyunca cogu kez histolojik
boyutta olur. Yanik yaralarinda pansuman ve sivi protokollerinin
uygulanmas: kismi bir koruma saglar. Germonpre ve ark. (1996)
yaptiklar: bir calismada, sicanlardaki yanik modelinde HBO’nin yanik
yaralarindaki erken ilerlemeyi Onemli derecede 6nledigini
gostermislerdir. Yanik yaralanmalarinda HBO tedavisinin yararh
etkilerinden birisi termal yaralanma sonrasi ilk birka¢c glin suiresince
artmis sivi gereksinimini azaltmasidir. HBO uygulamasinin diger bir
yarart da ihtiya¢ duyulan cerrahi prosediir sayisini azaltmasi ve

boylece hastanede kalis stiresini kisaltmasidir.

Iskemi ve Reperfiizyon Hasarnnda Doku Canlilig: Uzerine Etkisi:

Ekstremitelerde travma sonucu olusan hasarlarda iskemi ile
sonuclanan dolasim yetersizligi meydana gelebilir. Iskemi ise enerji
deposu bilesikler olan ATP ve fosfokreatin seviyelerinin azalmasina,
kaslardaki laktat seviyesinin artmasina yol acar. Iskelet kaslarinda
iskemiden 10-15 dakika sonra anaerobik metabolizma devreye girer
ve 20-25 dakika sonra doku pO:2 seviyesi duser. Doku glukoz
seviyeleri, laktat duretimine ve birikimine yol acan glikoliz ve
glikojenoliz artisiyla azalir. Enerji Uretiminin cogu oksijene bagimlh
oksidatif fosforilasyonla saglanir. Yani iskemide glikolizle elde edilen
az miktardaki enerji depolar:1 hizla tikenir. Enerji hticrede iyonlarin
tasinmasi, molekullerin hticre zarini gecmesi ve hlicre membraninin
korunmasi gibi bircok faaliyet icin gereklidir. Dolayisiyla iskemide
kisa bir stire sonra yerine getirilemeyen bu hayati faaliyetler sonucu
huicreler 6lime gider (Bouachour ve ark., 1996). Post-iskemik fazda
uygulanan HBO tedavisi ile bu etkiler 6nlenmistir ancak bu etkinin

devami icin HBO tedavisinin tekrarlanmasi gereklidir. Bu sekilde
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tekrarlanan HBO tedavisi ile aerobik metabolizma stimtle edilmis

olur (Yamada ve ark, 1995).

Sinir Hiicresi Rejenerasyonuna Etkisi:

HBO, serebral hava embolisi, CO zehirlenmesi, vejetatif durumlar,
kardiyak arrestin neden oldugu global serebral iskemi, akut spinal
kord hasari, kronik beyin hasari ve subaraknoid kanama sonrasi
olusan serebral vazospazm gibi durumlar1 kapsayan cesitli nérolojik
hastaliklarda kullanilmistir. HBO’nun noéronlari koruma
mekanizmalari, beyin metabolizmasindaki dutzelme, kan-beyin
bariyeri gecirgenliginde ve beyin Odeminde azalma, inflamatuar
cevabin zayiflatilmasi ve apoptik hicre O6lumintin O6nlenmesi
seklindedir. Ayrica HBO iskemik tolerans ve néronlarin korunmasina

on hazirlik saglar (Kihara ve ark., 1995, Zamboni ve ark., 1995).

Clostridium Perfiringens Inhibisyonu:

Gazli gangren, inktibasyon suUresinin c¢ok kisa olmasi ve bircok
dokuyu hizli bir sekilde etkilemesi nedeniyle mortalitesi en ylksek
olan ve bu yuzden insan hayatin1 etkileyen bir yumusak doku
enfeksiyonudur. Mortalite orani %807Teri bulmaktadir (Oztuna ve
ark., 2002). Travma veya cerrahi girisimlerin ardindan flora
bakterilerinin kaslar1 tutmasiyla gelisen hastalik, bakterilerin
aktiviteleri sonucunda olusan gaz ile karakteristiktir. Olusan bu gaz
nedeniyle diger nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlarindan
ayrilmaktadir. Bir dénem savas yaralanmalarinda mortalite ve
morbidite orani en yuksek enfeksiyon hastaligi olarak ortaya cikmis
olan gazli gangren, gunumuzde trafik kazalarinda yasanan
yaralanmalarin artmasi, kirli yaralarin iyi yara bakimi yapilmadan
kapatilmasi, deprem felaketlerinde sartlarin agir olmasi yuziinden

kanamali hastalarin yara bakimlarinin yetersiz kalmasi nedeniyle
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sivillerin hayatini tehdit eden bir enfeksiy6z hastalik haline gelmistir
(Aktas, 2000). Gazli gangrene neden olan patojen, Clostridium
turleridir. Gazli gangren, Ozellikle travma ve cerrahi girisimlerin
ardindan iyi yara bakimi yapilmadan kapatilan yaralarda meydana
gelmektedir. Diyabet, kolon kanseri, nekrotizan enterokolit, 16semi,
lenfoma gibi hastaliklar ve bu hastaliklarin bagisiklik sistemini
baskilayan radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri esliginde
oldugu kadar, periferik dolasim bozukluguna neden olan herhangi bir
hastaligi bulunan kisilerde de travma meydana gelmeden gazlh
gangren enfeksiyonu gelisebilmektedir. Clostridium turtu bakteriler,
vicut florasinda bulundugu gibi dogada da bol miktarda
bulunmaktadir. Kas dokusuna yerlesen Clostridium perfiringensin
Uretmis oldugu toksinler (Clostrodium turlerinin 20’den fazla toksin
urettigi bilinmektedir, ancak en etkilisi alfa toksindir), kapiller
gecirgenligini arttirir ve enfeksiyon bélgesinde trombosit kimelerinin
olusmasina neden olur. Olusan trombosit kiimeleri, dokuda hizli bir
sekilde hemoliz meydana getirir. Olusan hemoliz, membranlara hasar
verir ve miyonekroz gelisir, dolasim bozulur. Dolasimin bozulmasiyla
birlikte dokunun oksijenlenmesi azalir, béylece doku oksijen basinci
duser. Oksijenlenmenin azalmasi sonucu meydana gelen hipoksi,
anaerobik basiller icin uygun Ureme ortami olusturur (Karaman ve

ark., 2005).

Gazli gangren enfeksiyonunda Hiperbarik Oksijen Tedavisinin ilk
kullanimi, 1961 yilinda Boereme ve Brummelkamp tarafindan
yapilmis ve 1iyi sonu¢ alinmistir. Daha sonra 1963 yilinda
Amsterdam’da yapilan Hiperbarik oksijen konulu uluslararas: ilk
toplantida,  Hiperbarik  oksijen tedavisinin gazli  gangren
enfeksiyonunda genel tedaviye ek olarak kullaniminin yararl oldugu
bildirilmistir (Gékben, 2001). Hiperbarik Oksijen Tedavisi, hipoksiyi

Onleyerek ortamda bulunan anaerob Clostridium tird bakteriler
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lUzerinde bakterisid etki yapar. Hastaligin seyrindeki en biytk sorun
toksik olaylardir. Oksijen, ortamda aktif halde bulunan toksinleri
elimine eder, ayrica Clostridium tiri yeni toksinlerin olusumunu
bloke eder. Oksijenin antibiyotik tedavisiyle birlikte kullanimi, birkag¢
seans sonra, dokudaki anaerob bakteri sayisini 6nemli derecede
azaltir (Aktas, 2000). HBO tedavisinin bu alanda baska bir yarar ise,
kapiller permeabiliteyi duizenlemesi ve antibiyotik tedavisinin
etkinligini artirmasidir. Ayrica neoanjiogenezisi saglayarak gangrenin

ilerlemesini de 6nlemektedir.

Hiperbarik oksijenin tim bu etkileri 6zetlendiginde, hiperbarik

oksijen tedavisi ile asagida verilen durumlar saglanmis olur;

» Yara bolgesindeki 16kosit aktivasyonu guliclenir

» Yara bolgesinde yeni damar olusumu saglanir

» Yara bolgesinde konnektif doku olusumu uyarilir
» Plazmada ¢6ztinen oksijen miktar1 artar

» Hipoksik dokularin oksijenasyonu saglanir

» Anaerobik bakterilerin iiremesi durdurulur

» Baz antibiyotikler ile sinerjistik etki saglanir

» Vazokonstriksiyon sayesinde 6dem azalir

> CO zehirlenmelerinde sitotoksik etki 6nlenir
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1.1.5. DNA Hasari ve DNA Onarim Mekanizmalari

Organizmada antioksidan savunma sistemi tam olarak etkin
calismadiginda (oksidan/antioksidan dengesi bozuldugunda) serbest
radikal olusumu ile DNA hasari artar. Bu duruma “oksidatif stres”
adi verilir. Oksidatif DNA hasari; zincir kirilmalari, abazik kisimlar,
alkali-isaretli kisimlar ve okside bazlar seklinde olabilmektedir

(Halliwell ve Aruoma, 1991, Wiseman ve Halliwell, 1996).

APURINIK BOLGE
fmonafonks ronel alkileyicl sfantar)

ALKILASYON
{maonsfonk s jronal atileyicd gianiar)

RADIKAL OLUSUMU
(Brafllagsk, X-ray)

APIRIMIDINIK BOLGE _
imanafonksonel alkilayicl ajaniar) TEK ZiNCIR KIRILMALARI
(&-ray, UV gibi)
BUYUK MOLEKUL KATILMASI
- benzof alpiren gibi)
- PiRIMIDIN DIMERLERi
L)

FOSFOTRIESTERLER
fmonckonks jronal el layici gianiar)

« BAZHASARI rx-ray)

- GIiFT ZiINCIR KIRILMALARI

(fronEas pon radyas yona)

ZINCIRLERARASI GAPRAZ
= GEGIiSLER
hifonfz ronal ek lawicl sianiar)

ZINCIRIGI CAPRAZ
GEGISLER
[ polifonks ironel alkilteyicl sfaniar)

DNA-PROTEIN GAPRAZ
GEGISLERI
[ X-ray, polifonksiponal ahillayicl gianiar)

Sekil 1.3 DNA hasarn cesitleri
Genetik bilginin stabilitesini saglamak amaciyla oksidatif DNA

hasari, cesitli DNA onarim mekanizmalar1 (Sekil 1.5) tarafindan

onarilir. Fakat bu onarim tam olarak gerceklesmezse ROM (reaktif
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oksijen metabolitleri)larin neden oldugu DNA hasari, sonucta
mutasyonlara sebep olabilir (Sekil 1.4). Bu durum 6zellikle onkojenler
ve tUmor supresdr genler gibi kritik genlerde meydana geldiginde

kanser ile sonuclanabilir (Barrett, 1995).

Hosaro neden

olan ajan

replikasuon

DNA «——* DNA hasann — o Mutasyon
DNA onarnmi Replikasyon hatasi

Genomik bozuldulk
Hucre olumu

Hastaliklar .//
Kanszer

Yaslanma

Sekil 1.4. DNA onarimi gerceklesmediginde olas1 sonuclar

Bir memeli hucresi DNA hasarina karsi 5 farkli cevap
verebilmektedir:

» Agir hasarli veya duzensiz hucrelerin eliminasyonu icin
apoptozis baslar

» Transkripsiyonel cevap baslar; transkripsiyonel profilde hticre
icin yararl olabilecek degisimler saglanir

» DNA onarim mekanizmalari ile hasar uzaklastirilir

» Hasarli veya replikasyonu tamamlanmamis kromozomlarin
transmisyonu 6nlenir ve onarima olanak verilir

» DNA hasarn tolere edilir (Friedberg, 2003).
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hasar/
| |
Tmnskr-/pszyone/ Deﬂe tim
Apoptozis cevap nar/m/ noktasi Tolerans
aktivasyonu
| | | | | |
Direkt Baz kesip Niikleotid Cift zincir Zincirler arasi Yanls

onarim ¢tkarma kesip kiriimasi gapraz gegis eslesme
onarim/ ;/karma onarim/ onarim/ onarim/

onartmi

- Homolog rekombinasyon
- Homolog olmayan
rekombinasyon

Sekil 1.5 DNA onarim mekanizmalart (Madhusudan ve Middleton,
2005).

DNA hasarina karsi olusan huicresel cevaplar:

1. Olusan DNA hasarini direkt olarak tersine cevirme:
» Enzimik fotoreaktivasyon
» DNA alkil transferazlar tarafindan onarim

» DNA cift sarmal kiriklarinin ligasyonu

2. DNA hasarinin kesip cikarma onarimi:

» Yanlis eslesme (mismatch) onarimi
» Nukleotid kesip ¢ikarma onarimi

» Baz kesip ¢cikarma onarimi
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DNA’daki kesip-¢ctkarma onartminda rol alan enzimler:

Escherichia coli (E. coli)’de bulunan 5 protein: MutT, MutY, MutM
(Fpg, formamidopirimidin glikozilaz), endontkleaz III (Nth) ve

endontukleaz VIII (Nei), ve protein kompleksi UvrABC.

Bu proteinler, oksidatif DNA hasarinin mutajenik etkilerinden
DNA'y1 korumakla goérevli onarim enzimleri olarak bilinirler.
MutT: ntukleotid havuzunda onarim
MutY: yanlis eslesme onarimi
UvrABC: nuikleotid kesip ¢cikarma onarimai

MutM, Nth, Nei: baz kesip cikarma onariminda rol alir.

Insanda E.colideki bu onarim enzimlerinin homologlar
bulunmaktadir.
Mut M homologu: Oggl (8-oksoguanin-DNA glikozilaz)
Nth homologu: NTH1 (endontukleaz III-1)
Nei homologu: NEIL1 (endontuikleaz VIII-1)

3. DNA hasarinin tolere edilmesi (DNA hasarinin tolere edilmesi,
hasarin wuzaklastirilmasini kapsamadigindan dolayi, hucredeki

onarim mekanizmalarindan kabul edilememektedir)

a) Yanlis eslesme onarimu (Mismatch repair, MMR) ve mekanizmast

Yanlis eslesme onarimi, DNA polimerazlar tarafindan yanhs eslesmis
nuleotidlerin uzaklastirilmasina dayanir. Baslica 4 basamaktan
olusur;

» Yanlis eslesmis bazin taninmasi

» MMR faktorlerin olusumu
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» Yanlis zincirin (yeni sentezlenmis olan) gdsterilmesini saglayan
sinyalin arastirilmasi

» Kesip cikarilan alanin yeniden sentezi.

| | | | DMA | | baz-ekaizyon | |
politneraz oAl
E-QH-G A T-‘ H'DH'G e a'QH"T :|' — G C
Tanhg Lgle!gme | | Nn:||rme|d
dizi

Sekil 1.6. Yanlis eslesme onarim mekanizmasi.

b) Niikleotid kesip cikarma onarimu (Nucleotide Excision Repair, NER)
ve mekanizmast

Nukleotid kesip ¢ikarma onarimi, DNA heliks yapisini bozan katim
Urlinlerini uzaklastiran bir enzim sistemidir. Bunun yaninda NER;
O6-guanin veya diger metillenmis bazlar gibi DNA heliks yapisini
bozmayan lezyonlar1 da uzaklastirir. Kisaca bu onarim sistemi, “her
seyi” onarir, fakat diger yollarla onarilamayacak lezyonlar onarildigi
icin sonug olarak hiticre NER'i tercih eder. Bu onarimda ATP’ye baglh

eksintkleazlar gérev alir.

c) Baz kesip ¢cikarma (eksizyon) onarimi (BER) ve mekanizmast

DNA baz hasarlari, DNA onarim enzimlerinin spesifik bir sinifi olan
DNA glikozilazlar tarafindan onarilirlar. DNA glikozilazlar, modifiye
bazlar arasindaki N-glikozidik baglarinin ve DNA’nin seker-fosfat

omurgasinin hidrolizini katalize eder.
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Modifiye bazlarin kesip cikarimi sonucunda, apurinik veya
apirimidinik (AP) boélgeler adi verilen boélgeler olusur ki bu da baska
bir DNA hasaridir. Bazi DNA glikozilazlar ise cift fonksiyonludur ve

APliyaz aktivitesi gostererek AP bolgelere de baglanirlar.

MModifiye bor
a A

Hazarf DNA

DM glikozilar l. Modifive bazin serbest halmas:

W AF bdigesi

AP endo
AP mrd'}//// AP Giyar “\,.‘_

L potd v Pema

lp"’"ﬁ l,#mdp

Pol &
o | FENT PoNA
DNA figar IXI: ,
xReet | DN figoz I
Chrariimis
Kisa vo! BER DhiA Uz vol BER

E:'M"’ Fff:%ﬂff‘jﬂzjﬂf’fﬂ .‘"".lﬂ .lll.l':_!r’ﬂ'f ﬂxf thvitesy Aﬁlﬂzf}'f éd’_{qﬁgfgﬂ_{h T _I'.Q‘E_I"_I'._I"
ile hirlikte DMNA hasarmr onarums

Sekil 1.7. Baz kesip ¢cikarma onarimi (BER) mekanizmasi

1.1.6. HBO’nun Genotoksisitesi

HBO tedavisinin son yillarda genis uygulama alanlar1 bulmasi ve
buna bagli olarak kullaniminin yayginlasmasi ile birlikte bu tedavi
yontemi ile ilgili olarak yapilan calismalar da artmaya baslamistir.
Son yillarda en cok tUzerinde durulan konulardan biri de HBO’nin

sebep oldugu genotoksik etkilerdir. Yiiksek basing¢li oksijen, pek cok
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tedavi edici 6zelliginin yaninda, reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM)
artmasina bagli olarak DNA hasarina neden olmaktadir (Dennog ve
ark., 1996). HBO’nun kansere veya kanser vakalarinda ilerlemeye
neden oldugu ile ilgili yapilan cesitli calismalarda bdyle bir etkisi
gosterilememistir (Feldmeier ve ark., 1994). HBO’nun potansiyel DNA
hasar1 Uzerine olan bilgi yetersiz olup ancak komet testi ile yapilan
calismalarda HBOnmun DNA hasar1 yapict etkisi gosterilmistir
(Dennog ve ark., 1996).

Komet testi, tek huicre duzeyinde DNA hasarini yuksek
hassasiyetle tesbit edebilen iyi bir genotoksisite testidir. Alkali
komette (pH>13), DNA zincir kiriklari, alkali oynak kisimlar ve DNA
onarimi gorulebilir ve DNA hasarinin derecesi DNA’daki gé¢ miktari
ile tayin edilebilir. Dennog ve ark. (1996) komet testi kullanarak
yaptiklar1 bir calismada, HBO tedavisine giren saglikli génullii insan
lékositlerinde, HBO maruziyetinin DNA hasarina neden oldugunu
gostermislerdir. Bu calismada, saglikli erkek goéntulliler HBO
tedavisinin protokoliine uygun olarak basin¢ odalarina girmistir.
HBO maruziyetinden hemen 6nce ve tedavi seansindan hemen sonra
alinan kan 6rnekleri ile komet testini uygulamislardir. Sonuc¢ olarak,
test ettikleri tim numunelerde HBO maruziyetine bagli olarak DNA

hasar: gozlemislerdir.

Standart HBO tedavi protokolli, ortalama 10-20 giin boyunca
tekrarlanan seanslardan olusmaktadir. Bu sekilde tekrarlanan
maruziyetler sonucunda, mutajenik risk potansiyelinin, biriken DNA
hasarina bagli olarak artacagi éngorulebilir. Fakat, yapilan calismalar
sonucunda HBO maruziyetine bagh olarak artan DNA hasarinin
yalnizca ilk seanstan sonra olustugu, ikinci ve ardindan gelen diger

seanslardan sonra olusmadigr gosterilmistir (Joenje, 1989, Gille ve
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Joenje, 1992, Dennog ve ark., 1996, Rothfussve ark., 1998, Speit ve
Hartmann, 1999, Tice ve ark., 2000, O’Reilly, 2001).

Hucreler ROM’un olusturdugu lezyonlar1 onarabilmek icin
oldukca etkili DNA onarim mekanizmalarina sahiptir. ROM, canh
hiicrelerde metabolik yan trtin gibi ve ekzojen kaynakli kimyasal
maddelerin ve radyasyonun etkisiyle surekli olarak olusturulur.
ROM’un olusturdugu lezyonlarin cogu baz eksizyon onarimi (BER)
yolu ile onarilmaktadir. Nukleotid eksizyon onarimi (NER), spesifik
lezyonlarin cikarilmasinda ve BER doygun hale geldiginde yedek

olarak 6nemli olabilmektedir

HBO’nun ilk seansindan sonra goézlenen DNA hasar1 hizla
onarilir, bu onarim, olusan lezyonlarin zamana bagli olarak
azalmasinin (6rnegin DNA gbécundeki azalma) izlenmesiyle
belirlenmektedir. Komet testi kullanilarak yapilan bu deneyler; HBO
kaynakli DNA hasarinin hizla onarilmakta, maruziyetten sonra ilk
saat icinde olusan DNA gécunun %S50’sinden fazlasinda bir azalisa
yol actigini gostermistir. Fpg protein ile modifiye komet testi ile
olusan oksidatif hasar icin benzer bir onarim goézlenmistir. HBO’dan
6 ya da 24 saat sonra alinan kan, olusan hasarin tam onarimini
gosteren herhangi bir etki g6stermemistir. Hasarli htcrelerin
inkiibasyonu (6rnegin HBO’dan sonra hemen alinan kan 6rnekleri),
apidikolin (APC) ile HBO maruziyetinden sonra artmis DNA onarim
aktivitesi icin dolayli kanit saglanmistir. APC, DNA sentezinin bir
inhibitériidur ve ayrica kesip cikarma onarim islevinde DNA onarim
yollarinin yeniden sentezini inhibe eder. APC varliginda,
tamamlanmamis onarim bdlgeleri cogalir ve artan DNA gbcline yol
acar. APC varliginda boyle artan DNA migrasyonu HBO’dan sonra
gercekten goézlenmistir ve olusan DNA lezyonlarinin hemen onarildig:

belirtilmistir (Speit ve ark., 2004b).
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1.1.7. Adaptif Cevap Gelismesi

Yapilan calismalardan elde edilen sonuclara gore, ylksek basinclh
oksijene maruz kalinan HBO tedavisinin, hucrelerde DNA hasarini
artirma potansiyeli vardir ve bu DNA hasari, HBO’e ilk maruziyet
sonrasinda goézlenmektedir. HBO’in sadece ilk seanstan sonra DNA
hasarina neden olmasi, tekrarlanan diger seanslarda DNA hasari
olusmamasi, insanlarda HBO’nin neden oldugu oksidatif strese karsi
koruma olarak lenfositlerde “adaptif cevap” olusmasi ile
aciklanmaktadir (Speit ve ark., 2000, Rothfuss ve Speit, 2002).
HBO’nin neden oldugu DNA hasar1 sadece ilk seanstan sonra
gozlenmekte ve hizlica onarilmaktadir (yaklasik 1-1,5 saat icinde), bu
hasara karsi artan antioksidan savunmasi ise en az 1 hafta

sturmektedir (Rothfuss ve ark., 1998, Groger ve ark., 2009).

Dennog ve ark. (1996) yaptiklar1 calismada, kanda antioksidan
enzimler olan SOD (Superoksit dismutaz), CAT (katalaz) ve GPx
(Glutatyon peroksidaz) aktivitelerinde HBO maruziyetinden sonra bir
artis gozlememislerdir. Ayni sekilde Speit ve ark. (2000) da
antioksidan savunma mekanizmasindan baslica sorumlu olan bu
enzimlerde herhangi bir artis bulamamislardir. Bunun sebebi,
bilindigi Uizere, akcigerlerde bu enzimlerin oksidatif hasara bagh
olarak daha farkli etkilenmesidir. Ornegin, bazi calismalar, sican
akciger huicrelerinde hiperoksi sonucunda SOD aktivitesinin arttigini
gostermistir (Quinlan ve ark., 1994). Buna benzer olarak, sicanlar ve
kobaylarda yapilan calismalarda, HBO’nun beyin ve akcigerde
antioksidan enzimleri etkiledigi bulunmustur (Harabin ve ark., 1990,
Boadi ve ark., 1991). Bu durum, antioksidan enzim aktivitesindeki
degisimleri 06l¢mek icin kanin uygun bir ortam olmadigini

dustindtrmektedir. Lenfositlerdeki muhtemel bir artig, plazma ve
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eritrositlerde bulunan yuksek enzim konsantrasyonu tarafindan

maskelenmekte olabilir.

Hem oksijenaz-1 (HO-1) hiicresel homeostazin saglanmasinda
hayati fonksiyonu olan ve oksidatif stres durumunda etkilenen bir
proteindir. Deney hayvanlar ile yapilan in-vivo ve memeli hiicreleri
kullanilarak yapilan cesitli calismalar, oksijen toksisitesinde HO-1’in
olustugunu gostermistir (Dennery ve ark., 1997, Poss ve Tonegawa,

1997).

Ferritin « « Transferein
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s MNADAH
Hemogobin e - - - CO
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Billirubin ve Hem Oksidasyonu =& — Bilirubin

l ) Sarbast .;?adfka:'.'er
Billirubin Oksidasyon Litdnleri

Sekil 1.8. Hem metabolizmas: (Clark ve Sharp, 2006).

HO-1 bulunmayan farelerle yapilan deneyler sonucunda
oksidatif strese maruz kalindiginda bu strese karsi savunma
mekanizmasinda azalma gozlenmistir (Poss ve Tonegawa, 1997).
Buna ragmen, HO-1'in antioksidan savunmasindaki roli ve
mekanizmas:t hentiz tam olarak acik degildir. Fakat olas1
mekanizmalar dustntlmektedir. HO-1; CO, biliverdin ve serbest
demirin olustugu hemin enzimatik degradasyonunda hiz kisitlayici

basamagi katalizler. HO-1'in sitoprotektif etkisinin olusan bu
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reaksiyon Uurunlerinden kaynaklanabilecegi de dusunulmektedir
(Rothfuss ve Speit, 2002, Li ve ark., 2007). Biliverdin daha sonra
bilirubine dénusur, bilirubin ise oldukca etkili bir antioksidandir.
Bilirubin serbest radikalleri yok edici 6zelliktedir ve bu antioksidanin
miktarindaki artis, HBO’nin indukledigi genotoksik etkilere karsi
adaptif cevap olusmasini aciklayabilir (Rothfuss ve ark., 2001).
Bilirubinin yani sira, karbonmonoksitin in-vitro ve in-vivo calismalarla
antioksidan kapasitesini artirdigi bulunmustur (Otterbein ve ark.,
1999), ayrica serbest demir de ferritin indiksiyonuna bagli olarak
rezistans olusturabilir. Ferritin seviyesinin artmasina bagl olarak
fenton reaksiyonlarinda redoks-aktif demir sinirlanir ve bu sayede
oldukca reaktif olan ve DNA hasarina neden olan hidroksil
radikalinin olusumu O6nlenmis olur. Bu sekilde artan demir
kisitlamasi, oksidatif DNA hasarina karsit lenfositlerin adapte
olusunu aciklayabilir. Bunlarin disinda artan HO-1 aktivitesi ile
karbon monoksit olusumu da artar. CO’nun biyolojik rolti tam olarak
aciklanmis olmasa da, hiperoksik akciger hasarinda CO’nun
koruyucu etkileri oldugu bazi calismalarda goésterilmistir (Otterbein

ve ark., 1999, Otterbein ve ark., 2000).

Adaptif cevap, tek bir standart HBO seansindan sonra
gozlenmektedir, ayrica tek seans sonrasinda lenfositlerde DNA hasari
olusmaktadir. Olusan DNA hasarinin ilk tedavi seansinin suresiyle
ilgili olabilecegi akla gelmektedir. Speit ve ark. (2000), HBO tedavi
protokoliinde degisiklik yaparak (seans suresini kisaltarak) DNA
hasarina neden olmadan adaptif cevabin olusup olusmayacagini
arastirmislardir. Bu amacla 4 gonullid kisiden, 20 dakikaya
kisaltilmis bir HBO seansina girmeden 6nce ve seans sonrasinda kan
ornekleri almislardir. Yapilan analizler sonucunda hicbir numunede

HBO’ne bagl olarak DNA hasari olusmadigini gézlemislerdir.
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HBO tedavisi sirasinda yuksek basing¢li oksijene maruz
kalinmaktadir. Tekrarlanan seanslarda DNA hasari gdzlenmemesi,
yalnizca ilk seans sonrasinda DNA hasari olusmasi adaptif cevap ile
aciklanmaktadir. Benzer sekilde, HBO maruziyeti ile lenfositlerde
H202 genotoksisitesine karsi rezistansin arttigit da bulunmustur
(Rothfuss ve ark., 1998, Speit ve ark., 2000, Chen ve ark., 2005, Li ve
ark., 2007). Mikrocekirdek testi ve komet testi kullanilarak yapilmis
bir calismada, HBO tedavisi 6ncesinde alinan kan o6rnekleri H2O>
(hidrojen peroksit)’e maruz birakildiginda DNA ve kromozom
hasarinda artis goézlenmistir. Ayni1 uygulama, HBO tedavisinden 24
saat sonra yapildiginda antioksidan savunmasina bagli olarak
genotoksik etkilerde daha az bir artis gézlemisler ve bu savunmanin
en az bir hafta kadar strdiginit goérmuslerdir (Rothfuss ve ark.,

1998).

1.1.8. HBO’nin Indiikledigi inwvivo Gen ve Kromozom

Mutasyonlari

Gonulli insan lenfositleri ile yapilan calismalar, tek bir HBO
maruziyetinin gen ve kromozom mutasyonlarini indtklemedigini
gostermektedir (Speit ve ark., 1998, Denog ve ark., 1999). Lenfositler
kullanilarak yapilan mikrocekirdek testi, insanlardaki kromozom
hasarlar belirlemek amaciyla uygun ve hassas bir yontemdir. Fakat,
aynt numunelerle komet testinde DNA goéclinde anlamh artiglar
gozlenirken, mikrocekirdek frekanslarinda artis goézlenmemistir (Speit
ve ark., 1998). Bu durum, komet testi ve mikrocekirdek testleri
arasindaki mekanizma farkliliklar1 (Bé6lum 1.2 ve 1.3’te anlatilmistir)
ile aciklanabilir. Tedavi kosullarinda olusan DNA hasari, hiicreler S-
fazina girmeden o6nce onarilir. Mikrocekirdek testinden elde edilen

negatif sonuclarin aksine, daha 6nce yapilan bir calismada ise HBO
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maruziyetinden sonra kromozom aberasyonu frekanslarinda artis
gozlenmistir. Fakat bu calismada kullanilan numuneler, cesitli
hastaliklar1 bulunan ve ila¢ tedavisi géren kisilerdir. (Guskov ve ark.,

1990).

Yapilan calismalar, HBO’nin gen mutasyonlarini indukledigini
gostermistir. Tek bir HBO maruziyetinden sonra lenfositlerde HPRT
(hipoksantin guanin fosforibosil transferaz) lokusunda mutant
frekanslarinda bir artis bulunmamistir (Dennog ve ark., 1999). In-
vivo HPRT testi, tek baz substitasyonlarindan dilasyona kadar pek
cok gen mutasyonlarini ve 8-oksoguanin ve diger oksidatif hasarh
DNA Dbazlarinin neden oldugu mutasyonlari saptayabilen bir
yontemdir. Fakat, etkilerin klicik bir hedefte 6lctilmesi ve arka
planda bulunan cok cesitli HPRT mutant frekanslari nedeniyle cok
hassas bir test olmadig1 icin, mutasyon testleri icinde cok fazla tercih

edilmez.
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Cizelge 1.1 HBO’nin neden oldugu in-vivo ve in-vitro genotoksik etkiler

Kullanilan Maruziyet Elde
« edilen Kaynak
yontem kosullart
cevap
In-vivo HBO
Oksidatif baz Fpg/Endolll 1 saat + Dennog ve ark.,
modifikasyonlar1 ile komet testi 2,5 ATA 1996
E]la‘zir;cs)zc;rrrll 40 dak. + Guskov ve ark.,
Kromozom st 2,5 ATA 1990
aberasyonlar Mikrocekirdek 1 saat ) Speit ve Dennog,
testi 2,5 ATA 1998
Gen HPRT T-huicre 1 saat ) Dennog ve ark.,
mutasyonlari klonlamasi 2,5 ATA 1999
In-vitro HBO
Komet testi
. a. V79 1 saat
DNA zincir hucreleri 2,5 ATA * Rothfuss ve ark.,
kirilmalar:
b. Insan kam 1 saat + 1999
' 4 ATA
Fpg ile komet
testi
Oksidatif baz a."V79 . 1 saat +
. hiicreleri 4 ATA
modifikasyonlari Rothfuss ve ark.,
b. Fare
lenformna 1 saat + 2000
.. . 4 ATA
huicreleri
Rothfuss ve ark.,
v79/ + 1999
Kromozom Mikrogekirdek 0,5 saat
aberasyonlari testi 4 ATA
V79 /HPRT 3 saat -
testi 4 ATA
SCE testi 1 saat + Eken ve ark., 2005
SCE testi 2,5 ATA + Duydu ve ark.,
2006
Gen Fare lenfoma 2 saat Rothfuss ve ark.,
mutasyonlari hiicreleri 4 ATA 2000
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1.1.9. HBO’nin Indiikledigi in-vitro Gen ve Kromozom
Mutasyonlari

Insan veya memeli htiicre kultiirleri kullanilarak yapilan in-vitro
deneylerde, HBO’nin potansiyel mutajenik etkilerini tayin etmek
lizere cesitli modifikasyonlar yapmak mumkuindir. Ornegin, hi¢c ara
verilmeksizin 3 saate kadar 2,5-4 ATA basinc¢ta hucreler hiperbarik
bir cemberde tutulabilir. Cizelge 1.1’de go6sterildigi gibi comet testi
kullanilarak tam insan kani, izole lenfositler, V79 Cin hamster
hiuicrelerinde ve fare lenfoma hucrelerinde genotoksik etkiler
arastirilmistir. Artirilan basing¢ ve tedavi stresine bagh olarak V79
huicrelerinde doz-cevap iliskisi gozlenmistir (Rothfuss ve ark., 1999).
Fpg ile modifiye edilmis komet testi sonucunda da oksidatif DNA
hasar1 doza bagimli olarak arttigi gérilmustir (Rothfuss ve ark.,
2000). Eken ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir calismada ise
HBOTme giren 15 hastada SCE frekanslar1 6lctilmtis ve artan SCE
frekanslarina bagli olarak HBOTun genotoksik etkileri oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica HBOT sonrasinda alinan kan lenfosit
hicreleri Mitomisin-C (MMC)’ye maruz birakildiginda, lenfosit
hicrelerinde MMC’nin genotoksik etkilerine karsi hassasiyetin arttigi

bulunmustur (Duydu ve ark., 2006).

In-vivo ve in-vitro sonuclar arasinda tek fark, HBO’nin tedavi
kosullarinda (6rnegin; 1 saat, 2,5 ATA) maruziyetinden sonra hucre
kultiurlerinde elde edilmistir. Sadece V79 hitcreleri komet testi ile
pozitif sonuc¢ verirken, ayni kosullarda tam kan veya izole
lenfositlerde DNA gbctinde bir artis gozlenmemistir (Rothfuss ve ark.,
1999). Insan ve hamster hiicrelerinin oksidatif strese cevabi
arasindaki bu farklilik, V79 htucrelerinde antioksidan kapasitesinin

kan hucrelerine gére daha diistik olmasi ile aciklanabilir.
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Ayni kosullarda hatta daha yiksek basin¢ ve daha uzun streli
dogrudan in-vitro maruziyete kiyasla insan kan htucreleri HBO’na
inhalasyon yoluyla in-vivo maruz kaldiginda DNA gbciinde daha
anlamli artis gozlenmistir. Bu farklilik tam olarak aciklanamasa da

in-vivo kosullarda DNA’ya etki eden farkli dolayl etkiler olabilir.

HBO basincinin artirilmas:1 (4 ATA) memeli kultiarlerinde
mutajenik etkilerin artmasi ile sonuclanmistir. V79 hicrelerinde
maruziyet suresi artirildiginda (0,5-3 saat) mikrocekirdek testinde
kromozom hasarinin arttigi, benzer sekilde komet testi ile DNA

hasarinda artis gézlenmistir (Rothfuss ve ark., 1999).

Cizelge 1.1’de gosterildigi gibi in-vitro sonuclar bir araya
getirildiginde, yuksek maruziyet kosullarinda HBO’nin, klastojenik
mekanizma ile mutasyonlar1 indiikleme potansiyeli vardir. In-vivo
HBO maruziyetinde elde edilen negatif mikrocekirdek testi sonuclari
diustk maruziyet ve periferal kan hucrelerindeki koruma

mekanizmasi ile aciklanabilir.

1.1.10. Vitamin Kullanimi

Hiperbarik oksijenin indukledigi DNA hasarina karst vitamin

uygulanmasi koruyucu olarak distunulebilir.

E vitamini yagda c¢ozinen bir vitamindir. Membranlardan
gectikten sonra oldukca etkili zincir-kirict bir antoksidandir. E
vitaminin diyetle alinmasi ile hticredeki glutatyon seviyelerinin

korunmasi saglanir.
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N-asetil sistein (NAC), tiyol grubu iceren bir molekuldtir. NAC1n
antioksidan olarak kullanilmasi serbest radikalleri detoksifiye etme
ozelliginden kaynaklanir. Bu koruyucu 6zelliginin, yapisinda sulfur
ve sulfidril gruplan icermesinden kaynaklandigr dustnulmektedir.
NAC, ayrica glutatyonun kendisini kullanmaktan daha etkili bir
glutatyon kaynagidir. Oksidatif stres ile azalan GSH (glutatyon)
miktarini artirmak amaciyla GSH uygulamas: etkisiz olur (Moldeus,
1994). Clinkl uygulanan glutatyon, hlicre membranindan tam olarak
penetre olamadigindan, glutatyonun ancak yarisindan az bir miktar:
sindirim sisteminden viicuda gecebilir. Ancak GSH prekirséri olan
NAC verilmesi GSH miktarin1 arttirir. NAC, hlicre membranini
gecebilir ve GSH sentezinin hiz kisitlayici basamaginda devreye girer.
NAC htucre icinde hizla deasetillenerek L-Sistein’e dontsur (L-Sistein
GSH sentezinde hiz sinirlayict komponenttir). Bu doénidstumden

hemen sonra huicre icinde GSH sentezi hizla artar.

Dennog ve ark. (1999) E vitamini ve NAC kullanarak HBO’nun
neden oldugu DNA hasarina karsi koruma olusup olusmadigini
arastirdiklar1 calismalarinda, her iki madde ile de bu hasarin
Onlenmedigini bulmuslardir. Fakat calisma kosullari nedeniyle
sonuclar etkilenmektedir. Ornegin bu calismada NAC, HBO
tedavisine girmeden 1 saat 6nce oral yolla verilmistir. Oysa ki NAC,
maksimum plazma konsantrasyonuna oral yolla alimdan 1-2 saat
sonra ulasmaktadir. Bu nedenle calismada, NAC’in GSH seviyesini
artirmadiglr ve DNA hasarini azaltmadigl gibi bir sonuc¢ elde edilmisg

olabilir.

Bir baska calismada ise insanlarda cesitli vitaminlerin
kombinasyonu ile komet testi kullanarak etkiler arastirilmistir. C
vitamini, B-karoten ve E vitamini 20 hafta boyunca kullanilmis ve

lenfositlerdeki baz oksidasyonunda azalma ve ayrica hidrojen
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peroksitin neden oldugu DNA hasarina harsi daha rezistans

kazandiklarini bulmuslardir (Duthie ve ark., 1996).

1.2. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi, Single Cell Gel
Electrophoresis, SCGE)

Komet testi, 6karyotik ve bazi prokaryotik hticreler olmak tizere cok
cesitli hiicre tiplerinde in-vivo ve in-vitro uygulanabilen, DNA hasarini
ve onarimini belirlemek amaciyla kullanilan oldukca gelismis bir
yontemdir. Bu yoéntem hizli, hassas, kolay gorulebilen, diger
yontemlere kiyasla daha ucuzdur (Collins, 2004). Ozellikle genetik
toksikolojide ve insan biyoizlemeleri calismalarinda 6nem kazanmis

ve hizla yayginlasmistir.

Tek htcre jel elektroforezi veya komet teknigi, ilk olarak Rydberg
ve Johanson (1978) tarafindan DNA sarmal kiriklarinin 6l¢ctilmesi
amaciyla kurulmustur. Daha sonra Ostling ve Johanson (1984)
tarafindan gelistirilen teknik noétral pH’daki lizing ve elektroforez
sartlarinda uygulanmistir. Bu yOntemle yalnizca DNA cift zincir
kiriklarn tayin edilmistir. Mikroskopta goérulen kuyrugun kuyruklu
yildiza benzemesi nedeniyle yonteme “komet” ismi verilmistir. Singh
ve ark. (1988) tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak
yontem alkali lizing kosullarinda uygulanmistir. Bu protokol, bugiin
kiucuk degisiklerle duinya genelinde en yaygin kullanilan

genotoksisite protokoludur.

Alkali kosullarda yapilan (pH>13) komet testi ile Sekil 1.3te
gosterilen DNA hasarlarindan cift zincir kirilmalari, tek zincir
kirilmalari, alkali oynak bélgeler (alkali komet sartlarinda tek zincir

kiriklarina doéntustrler) (Collins ve ark., 1997), oksidatif DNA baz
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hasari, DNA-DNA/DNA-protein/DNA-ila¢ capraz gecisleri tayin
edilebilir ve  DNA onarimi Olculebilir (Speit ve ark., 2004a). Notral
komet testi (pH:7-10) kullanildiginda ise alkali oynak bélgeler ve tek
zincir kiriklar1 tayin edilemez, yalnizca DNA’daki cift zincir kiriklar
gozlenebilir. Bu bakimdan alkali komet testi daha hassastir ve daha

fazla DNA hasar tayin etme olanag verir.

Komet testi/
o . TE /HFRT
; Llkrocekirdek ;
Komet testi tosti mutasyon test

- - il
b Hiic re
5 fazi Ekspresyon: X | biyiimesi

Hnarrm

Sekil 1.9. Komet testi ile belirlenen DNA lezyonlarinin olasi yazgisi

Necrozis £ Aponfozis

Hasarsiz bir DNA, cekirdekteki matriks proteinlerle oldukca
organize bir yapiya sahiptir; fakat DNA’da bir hasar meydana
geldiginde bu yapi1 bozulur. Hasarli DNA sarmalindaki zincirler
kompakt yapilarini kaybeder ve gevseyerek agar icindeki bosluklara
yayilir. Elektroforezde akim uygulanmasi ile negatif yuklii DNA anoda
dogru hareket eder. Hasarsiz DNA oldukca buyutktir ve bu akim ile
kuyruk birakmadan go¢ eder. Hasar nedeniyle parcalanan daha
kuictik kisimlar ise geride kalarak kuyruk olustururlar (Mcart ve ark.,
2009). Bu nedenle DNA’daki kuyruk miktar1 htcredeki hasarin
derecesini gosterir. Etidium bromur ile boyanan hucreler, floresan
mikroskop altinda hasarsiz-cok hasarli arasinda Sekil 1.10da

gosterildigi gibi toplam S sinifa ayrilarak degerlendirilir.
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Sekil 1.10. Floresans mikroskop komet gortinttleri. Hasarsiz DNA
(0), az hasarli DNA (1), orta hasarli DNA (2), hasarli DNA (3) ve c¢cok
hasarli DNA (4) ile gosterilir (Collins, 2004).

1.2.1. Komet Testinin Kullanim Alanlari

Komet testi pek cok alanda yaygin olarak kullanilir. Bu alanlardan

baslicalari;

» Genetik toksikoloji; Genotoksik kimyasallarin in vivo ve in vitro
degerlendirilmesi

» DNA hasary, Tek zincir kiriklari, DNA capraz gecisleri, alkali

oynak bdlgeler

DNA onarimzy; Zinzir kirig1 onarimi, kesip ¢cikarma onarimai

Ekotoksikoloji

Beslenme

YV V V VY

Genotoksisite biyoizlemesi
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» Cevresel biyoizleme; Tehlikeli atik boélgelerindeki genotoksik
kirleticilerin degerlendirilmesi
» Hipoksi tayini
> Insan  epidemiyolojisi; Mesleksel, klinik ve  cevresel
maruziyetlerde DNA hasarinin belirlenmesi veya kontrol ile
maruz gruplar arasindaki DNA onarim  farklhiliginin
degerlendirilmesi
e Sperm bankasi
e Kan bankasi

o Kanser hastalarinda radyoterapi ve kemoterapi izlemeleri

1.2.2. Komet Testinin Avantajlari

Komet testinin pek ¢cok avantaji vardir. Bunlar;

» Girisimsel olmayan bir yontemdir

» Az miktarda hucre ile calisilabilir (<10.000)

> Kisi basina sadece 50-100 hiticre saymak yeterlidir. Ozellikle
bilgisayar programi kullanildiginda saglam istatistiksel
sonuclar elde edilir

» DNA hasarini ve onarimini belirlemede oldukca hassastir

A\

Cok cesitli hticrelerde analiz yapmak i¢in uygun bir yéntemdir

» Birkac saat icinde ydontem tamamlanabilir, birka¢ giin stren
diger sitogenetik yontemlerle kiyaslandiginda bu o6nemli bir
avantajdir cunkt hicre proliferasyonuna ihtiyac
duymamaktadir

» Tek zincir kiriklar, cift zincir kiriklari, alkali oynak boélgeler

tayin edilebilir
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> Insan calismalarinda sadece 5-10 ul kan, burun veya agiz
mukoza htcreleri, epitel huicreleri, sperm hucresi kullanmak

yeterlidir.

Bu 6zelliklerinin yaninda tek bir dezavantaji bulunur. Aslinda
komet testi yalniz onarim hizini (iplik kiriklarinin yeniden birlesme
kinetigi) 6lcer fakat DNA onarim dogrulugunu 6l¢cmez. Yanlis onarilan

DNA kiriklari, komet testinde DNA gbé¢line neden olmaz.

1.2.3. Fpg (Formamido pirimidin glikozilaz) ile Modifiye Komet
Testi

Fpg, Escherichia coli’'den elde edilmis olan bir DNA onarim enzimidir.
Bu protein, oksidatif DNA baz hasarini, 6zellikle purin oksidasyon
Urtnu olan 8-oksoguanini tayin eden bir endontkleazdir (Albertini ve
ark., 2000, Tice ve ark., 2000). Komet testinde DNA zincir kiriklarinin
tayini, hasari1 tam olarak belirtmemektedir. Cinkt bu kiriklar
genellikle hizlica onarilir (Collins, 2004). Komet testinin hassasiyetini
ve spesifikligini artirmak amaciyla, bu test fpg proteini ile birlikte

kullanilir (Speit ve ark., 2004a).

Fpg proteini aslinda Boélim 1.1.5’te anlatildigi gibi DNA’daki
kesip-cikarma onariminda rol alan, hem N-glikozilaz hem de APliyaz
aktivitesi gosteren bir enzimdir (Tchou ve Grollman, 1995, Croteau ve
Bohr, 1997). Fakat komet testi in-vitro yapilir ve fpg ile onarimin
tamamlanmasina izin verilmeden reaksiyon durdurulur. Bu sayede,
fpg proteininin ilavesi ile 8-oksoguanin tarzi DNA katim urunleri
zincir kiriklarina cevrilir ve béylece komet testi ile bu hasar gbzlenir

hale gelir.
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Fpg proteini 8-oksoguanin ve diger hasarli purinleri yuksek
hassasiyetle tayin etmesinin yaninda, abazik boélgeleri ve acik zincir N-
7 guanin katim Urlnlerini de tayin edebilmektedir (Speit ve ark.,
2004a). 7,8-dihidro-8-oksoguanin (8-oksoguanin), 2,6-diamino-4-
hidroxi-5-formamidopirimidin (Fapy-Gua), 4,6-diamino-5-formamido-
pirimidin (Fapy-Ade) daha az oranda 7,8-dihidro-8-oksoadenin (8-
oksoadenin) ve  apurinik/apirimidinik  bdlgeleri  (AP-bolgeler)
taniyabilmekte ve bunlari DNA zincir kiriklarina dénusttrebilmektedir
(Tchou ve ark., 1994). Goruldugt gibi Fpg protein oksidatif DNA
hasarinin géstergesi olan 8-oksoguanin icin spesifik bir onarim enzimi
degildir. Ancak oksidatif DNA hasarinin go6sterilmesinde en sik
kullanilan enzimlerden biridir. Ozellikle oksidatif hasar olusturdugu
bilinen maruziyetlerde kullanildiginda c¢ok yuksek oranda 8-
oksoguanin olusumunu tespit edebilmektedir. Cinkl oksidatif hasar
olusturan kimyasal madde maruziyetinde DNA’da olusan 8-
oksoguanin miktar:1 olusan Fapy-Gua, Fapy-Ade ve AP-bdélgelere gore
kiyaslanmayacak derecede yuksektir. Bu nedenle bizim tezimizde
komet testinin fpg proteini ile kombine olarak kullanilmasi ¢ok buyuk
oranda HBOT esnasinda olusmus olan 8-oksoguanin varligina

(oksidatif DNA hasarina) isaret edecektir.

1.3. Sitokinezi Bloke Edilmis Mikrocekirdek (Cytokinesis
Blocked Micronuclei, CBMN) Yontemi

CBMN, boélunmekte olan htuicrenin cekirdeginden mitoz sirasinda
kopan kromozom parcalarinin veya ayrilan tam kromozomlarin
gorilmesine dayanan, genetik hasarin belirlenmesinde oldukca
duyarh bir yontemdir (Tolbert ve ark., 1992, Holland ve ark., 1994,
Tucker ve Preston, 1996, Hagmar ve ark., 2001).
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CBMN testleri, pek cok farkli hticre grubunda yapilabiliyor
olmasina ragmen biyoizleme calismalarinda genelde periferal kan
lenfositleri kullanilmaktadir. Huicrelerin béliinmesini stimule etmek
amaciyla fitohemagliitinin kullanilir (Fenech ve Morley, 1985, Reali ve

ark., 1987).

Mitoz boélinmenin anafaz evresinde sentrik kromozomlar
kutuplara cekilirken, genotoksik hasar sonucu olusan asentrik
kromozomlar veya kromozom parcalari kutuplara cekilemeyerek
geride kalirlar. Bu kromozomlar hiicre bélinmesi sonunda
sitoplazmada htuicre cekirdeginden ayri olarak membranla cevrili bir

yap1 olustururlar. Bu yapilara mikrocekirdek denir (Fenech, 1993).

Normal sartlarda hucre bélintrken, 6énce cekirdek boélinmesi
gerceklesir daha sonra sitoplazma béltunerek iki hticre olusur. CBMN
yonteminde sitokalasin, anafaz evresindeki sitoplazma béluinmesi
asamasinda bu boéltinmeyi engeller (Fenech ve Morley, 1985, Sarto ve
ark., 1990, Fenech, 1993, Holland ve ark., 1996, Volders, 1997,
Fenech ve ark., 1999, Bonassi ve ark., 2001, Hagmar ve ark., 2001,
Fenech ve ark, 2003, Pastor ve ark., 2003). 72 saatlik boélinmenin
44. saatinde sitokalasin ilavesi sonucu tek bir sitoplazma icinde 2
cekirdek gorulur. Bu durumda kromozomlarda bir kirilma var ise
kopan parca bir mikrocekirdek olarak iki cekirdekli hiicre icerisinde

gorilebilir. (Sekil 1.11).



37

44 socifs
+ sifokalosin @
@ p 24, saat 48. saat 72. saat  ift colcirdelkld
' ' ' hicredes
72 saat
milkronnlclei

Sekil 1.11. Hucre boéluinmesi sirasinda CBMN yoéntemi ile cekirdek ve
mikrocekirdeklerin gérintisi

1.3.1. CBMN Yonteminin Avantajlari

Sitokalasin kullanilarak yapilan MN yéntemi (CBMN) ile sitokalasin
kullanilmadan yapilan MN yoéntemi arasinda o©nemli farklar
bulunmaktadir. Sitokalasin kullanilmadan yapilan MN yénteminde
mikrocekirdek hiicrenin disinda kalabileceginden olusan
mikrocekirdekleri saymak sorun yaratabilir. Ayrica hucre
proliferasyonu hakkinda bilgi edinilemez. Buna karsiik CBMN
yontemi asagida sayilan avantajlara sahiptir (Fenech, 1993, Volders

ve ark., 2003);

» Boélunmeye ugramis hiicreler ile ugramamis hiicrelerin
birbirinden ayrilmasina olanak verir.

» Disentrik kromozomlarin, niikleoplazmik képruler seklinde
tayinine olanak verir.

» Hucre proliferasyonu degerlendirilebilir.

» Olusan mikrocekirdekler (MN) hticre icinde kalacagindan
mikroskop altinda tayin edilip sayilmasi ¢cok daha kolaydir.
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1.4. Tezin Amaci

Gunumuzde hiperbarik oksijen tedavisi pek c¢ok farkli alanda
uygulama alani bulabilen modern bir tedavi yéntemi olarak karsimiza
cikmaktadir. HBOT nin son yillarda genis uygulama alanlari bulmasi
ve buna bagh olarak kullaniminin yayginlasmasi ile birlikte bu tedavi
yontemi ile ilgili olarak yapilan calismalar da artmaya baslamistir.
Son yillarda en cok tlizerinde durulan konulardan biri de HBOT nin
sebep oldugu genotoksik etkilerdir (Rothfuss ve ark., 1999, Speit ve
ark., 2002, Speit ve Bonzheim, 2003). Dunyada komet testi
kullanilarak yapilmis olan butin calismalar DNA hasarinin 6zellikle
hiperbarik oksijen (HBO) uygulamasina baslanan ilk seansinda en
yuksek seviyeye ulastigini ancak daha sonraki seanslarda DNA
hasarinin adaptif cevap olusumuna baglh kademeli olarak azaldigini
gostermektedir (Speit ve ark., 2000, Rothfuss ve ark., 2001, Rothfuss
ve Speit, 2002a). Bu durumda HBOT uygulanacak hastalar icin en
kritik déonemin, HBO’nin ilk uygulandigi seans oldugu soéylenebilir.
Cunku ilk uygulamada birdenbire artan oksidatif stres nedeni ile
lenfositlerdeki DNA hasarinin en yuksek seviyeye ulastigr gdértilmekte
ancak sonraki seanslarda organizmada olusan adaptif cevap bu

hasarin azaldigi1 gézlenmektedir.

Ancak olusan bu DNA hasarinin biyolojik énemi konusunda su
ana kadar yapilan calismalar 1s18inda kesin bir sey sdylemek oldukca
zordur. HBO’nin DNA hasar olusturma potansiyeli ile ilgili bugltine
kadar yapilmis olan calismalarin 6nemli bir bélimu farkli hicre
kultirlerinde yapilmis in-vitro calismalardan olusmaktadir (Rothfuss
ve ark., 1999, Rothfuss ve ark., 2000). Bu calismalarda HBO’nin
oksidatif DNA hasar1 olusturdugu kesin olarak gosterilmektedir. Son
yillarda HBO wuygulanan hastalarin kan hitcrelerinde yapilan

calismalarin sonucglar1 da, in-vitro c¢alismalarin sonuclarini
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desteklemektedir (Dennog ve ark., 1996, Eken ve ark., 2005). HBOT
uygulanan insanlardan alinan kan 6rnekleri Uzerinde yapilan
calismalar 6zellikle tedavinin ilk uygulama seansinda DNA hasarinin
maksimum duizeyde meydana geldigini géstermektedir (Speit ve ark.,
2000, Rothfuss ve ark., 2001, Speit ve Bonzheim, 2003). Ancak
onceden de s6z edildigi gibi olusan bu hasarin biyolojik 6neminin
olup olmadiginin aydinlatilmasini saglayacak calismalar oldukca
sinirhidir. Bu smirli sayidaki calismalarda HBOT’nin, DNA hasarina
sebep oldugu ancak mutasyona sebep olmadig1 belirtilmektedir
(Rothfuss ve ark., 1999). Ancak bu degerlendirmeyi yapan sinirl
sayidaki calismalar ya in-vitro kosullarda hticre kulttirt ile yapilmis
olan calismalardir ya da sadece kan hucrelerinin incelendigi in-vivo
calismalardir. Buna  karsiik insan  organizmasinda HBO
maruziyetinde daha fazla maruz kalabilen baska hedef htuicreler de
bulunmaktadir (akciger huicreleri gibi). Ancak HBOT esnasinda bu
hiicrelerde mutasyon meydana gelip gelmedigi ile ilgili calismalar
bulunmamaktadir. Bu nedenle HBO uygulamalarinin test edilen
hiicrelerde mutasyona neden olmadigini belirten bu sinirhh sayidaki
calismaya ragmen, HBO uygulamalarinin insanlarda mutasyona
neden olup olmadig:r kesin olarak bilinmemektedir. Ctinku cesitli
sebeplerle artan oksidatif stres nedeni ile olusan reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) indutikledigi DNA hasarinin, mutasyonu ve
neticede kanseri indukleyebilecegi bilim dunyasinda uzun bir
zamandan beri bilinmektedir. Bu durumda, o6zellikle HBOTnin ilk
seansinda go6zlenen genotoksik etkiler (DNA hasari), HBOT’nin
aslinda istenmeyen yan etkileri olarak degerlendirilmelidir. Gintimuiz
bilgileri 1s181nda, HBO uygulamasinin 6zellikle akciger hucreleri gibi
daha fazla maruz kalan htuicrelerde mutasyona neden olabilecegi g6z
ardi edilmemelidir. Bunlara ilave olarak genetik farkliliklar nedeni ile
her bir bireyin oksidatif stres sirasinda olusan ROM’u bertaraf
edebilme kabiliyeti farklilik gbsterebilecek ve sonuc¢ olarak toplumda

bu tedaviye daha hassas bireyler bulunabilecektir.
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Tezin Amaclari:

1. Tez calismamizda HBOTne giren hastalardan ilk seans 6ncesinde
ve seans bitiminden hemen sonra alinan kan o6rneklerinde komet
testi ile oksidatif DNA hasari, sitokinezi bloke edilmis mikrocekirdek

testi ile de olas1 klastojenik etkiler arastirilacaktir.

2. Tedavi sonrasinda izole edilen lenfositlerde in-vitro kosullarda DNA
onariminin gerceklesip gerceklesmedigi, veya ne kadar zamanda

gerceklestigi gézlenecektir.

3. Fpg proteini ile birlikte komet testi uygulanarak HBO’nin neden
oldugu DNA hasarinin yaklasik ne kadarinin 8-oksoguanin oldugu
tespit edilecektir.

4. HBOTne giren hastalardan tedaviye baslamadan ve tedaviden
hemen sonra alinan 6rnekler disinda, ayri bir grup olusturulup, bu
gruptaki hastalardan 5. seans (10 seanslik bir tedavinin ortasi)
Oncesi ve sonrasinda da kan 6rnegi alinacaktir. Bu 6rnekler H2O2’e
maruz birakilacaktir. Elde edilen sonuclara gére HBOT esnasinda
olustugu dustnulen adaptif cevabin in-vitro kosullarda H>O> ile

olusturulan DNA hasar1 Gizerindeki etkileri incelenecektir.

5. Dinyada HBOT nedeni ile insanlarda olusan ve yukarida sayilmais
olan bu genotoksik etkilerin 6nlenmesine iliskin insanlar Uzerinde
yapimis olan calismalar yok gibidir. Yapilan calismalar daha cok in-
vitro kosullarda hucre kultturleri ile yapilmistir. Hastalarda yapilan
calismalar cok az sayidadir ve bu calismalarda kullanilan hasta
sayis1 yetersizdir. Bu bakimdan bu calisma bu alandaki 6énemli bir

boslugun doldurulmasi: hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Maddeler

Fotal Calf Serum (Sigma, ABD)
L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin (Sigma, ABD)
RPMI 1640 Medyum (Sigma, ABD)

Metanol (Merck, Almanya)

Sitokalasin-B (Sigma, ABD)

PBS (Fosfat tampon c¢ozeltisi)(Sigma, ABD)
Dimetilsulfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
Fitohemagliitinin (Seromed, Almanya)

Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

Hidroklorik asit (Merck, Almanya)

Mitomisin-C (Sigma, ABD)

Histopaque 1077 (Lenfosit ayirma c¢oézeltisi) (Sigma, ABD)
Sodyum klortir (Amresco, ABD)

Na2EDTA (Disodyum etilen diamin tetra asetik asit)(Amresco, ABD)
Tris.HCI (Amresco, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Amresco, ABD)

Triton x-100 (Amresco, ABD)

Etidium bromur (Sigma, ABD)

Hidrojen peroksit (Riedel-de Haen, ABD)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Amresco, ABD)
Giemsa boyasi (Fluka, ABD)

Dustk erime noktali agar (LMA) (Sigma,ABD)
Normal erime noktali agar (NMA) (Amresco, ABD)
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2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

CO2 inktibatér (Sanyo, Japonya)

Vorteks (Nuve NM110, Turkiye)

Otomatik otoklav (Sanyo, Japonya)

Laminar air flow (Clean Air, Biohazard EN 12469)
Mikroskop (CETI, Belcika)

Fluoresan mikroskop (Leica DM 1000, Almanya)

Su banyosu (Huber, Almanya)

Sogutmali santrifiij (Sigma, ABD)

Sitospin santrifiij (Rotina 38, Hettich, ABD)

pH metre (WTW pH330i/SET, Almanya)

Terazi (Sartorius, Turkiye)

Rotator (Labinco BV, Hollanda)

Otomatik pipet (Sealpette, Finlandiya)

Membran filtre (0,20 um, MFS, Japonya)

Steril ttipler (TPP, Isvicre)

Lam, lamel (Menzel Glaser, Almanya)

Lenfosit izolasyon tupleri (Leucosep 12 ml) (Greiner bio-one, Almanya)
Sayim lami (Neubauer improved) (Marienfeld, Almanya)
Elektroforez tank: (C.B.S., ABD)

Guc kaynagi (Thermo EC250-90, ABD)

2.1.3. Calismamizda Yer Alacak Olan Hasta Grubu ve Hasta Sayis1

Calismamiza, diyabetik yaralar, kronik osteomiyelit, burger hastaligi
gibi cesitli sebeplerle (Cizelge 3.1'de gosterilmistir) GATA Deniz ve
Sualti1 Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali'na HBO tedavisi
(HBOT) icin basvuran hastalar arasindan, génulli olan 100 hasta

katilmistir. Calismamiza katilan tim hastalardan HBOT 6éncesinde ve
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HBOT seans: sonunda 10 ml kan alindi ve lenfositlerdeki DNA hasar
Tek Hucre Jel Elektroforez Teknigi (Komet Analizi) ve Sitokinezi Bloke
Edilmis Mikrocekirdek Testi (CBMN) ile degerlendirildi. CBMN testi,
100 hastadan ancak 90 hasta icin uygulanabildi.

Spesifik olarak DNA hasarinin belirlenmesi amaciyla 100 hastaya
ait tedavi O6ncesi ve tedavi sonrasi lenfosit 6rneklerine fpg proteini
ilavesiyle modifiye edilmis komet testi uygulandi. Bu amacla HBOT’ ne
giren hastalara ait tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi kan numunelerinden
izole edilen lenfosit htucreleri, -80°C’de saklandi. 100 hastaya ait
numunelerin hepsi toplandiktan sonra bu numuneler -80°C’den

cikarilarak fpg proteini ile kombine edilen komet testi uygulandai.

Calismamiza katilan hastalardan 5 tanesi tedavi stiresince izlendi
ve tedavinin ortasina denk gelen 5. seans Oncesinde ve seans
sonrasinda bu hastalardan kan 6rnegi alinarak komet testi uygulanda.
Ayrica yine bu o6rnekler H2O2’e maruz birakilarak HBOT esnasinda
olustugu dusunulen adaptif cevabin, in-vitro kosullarda H2O> ile

olusturulan DNA hasari tizerindeki etkileri arastirildi.

2.1.4. GATA Deniz ve Sualt1 Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim
Dalinda uygulanacak HBOT’si protokolii

Calismamizdaki hastalara uygulanmis olan tedavi protokolu, GATAnin
rutin olarak hastalarina uyguladigi tedavi protokolunun aynisidir. Bu
protokola goére hastalar tek kisilik bir hiperbarik cembere alindi ve
burada 75 dakika boyunca 2.5 ATA (atmosfer absolut) da %100
oksijene maruz birakilmislardir. Bu uygulama 1 tedavi seansini
olusturmaktadir. Bu tedavi her gtin ayni kosullarda yapilmak tizere 10

glin yani 10 seans devam etmektedir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Medyum: %15 fotal calf serum, %1 L-glutamin streptomisin/penisilin
steril bir tipe alindi, RPMI 1640 ile 100 mlye tamamlandi. +4°C’de

saklanda.

Saklama medyumu: %50 fotal calf serum, %10 DMSO steril bir tipe
alindi, RPMI 1640 ile 100 ml’ye tamamlandi. +4°C’de saklandu.

Giemsa boyast: 5 ml Giemsa c¢ozeltisi alindi, 0,1 M NasHPO4 ve 0,1 M

HCI (3:1) ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.

Sitokalasin-B: 1ml/mg stok ¢ozeltisi DMSO icinde c¢6zllerek hazirlandi
ve -20°C’de saklandi. Taze olarak RPMI 1640 ile hazirlanarak 4,5

ug/ml kullanildai.

Mitomisin-C cédzeltisi: 1 ml 100 ng/Sul’lik stok cozeltisi steril suda

cozulerek hazirlandi ve 1siktan korunarak +4°C’de saklandai.

Lizing c¢ézeltisi: 2,5 M NaCl, 10 mMTris, 100 mM NazEDTA tartild1 ve

distile suda coézuldiukten sonra pH:10’a ayarlandi. %1 sodyum lauril
sarkosinat ilave edilerek 1-2 giin karnstinildi ve oda sicakliginda
saklandi. Kullanilacagi giin taze olarak %1 triton ve %10 DMSO ilave

edilerek +4 °oC’de sogumasi saglandai.

Nétralize lizing cézeltisi: 0,4 M Tris distile suda c¢ozllerek pH:10’a

ayarlandi, oda sicakliginda saklandi.
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Elektroforez cézeltisi: 1 mM NaEDTA ve 300 mM NaOH distile suda

cozlulerek pH>13’e ayarlandi, +4 °C’de saklanda.

Etidium bromur cdézeltisi: 200 ug/ml stok coézeltinden 100 ml

hazirlandi, oda sicakliginda saklandi. Bu stok c¢ozeltiden boyama
esnasinda 20 pg/ml hazirlanarak her bir lama 60 ul damlatilarak

kullanildai.

Diistik erime noktali agar (LMA): %0,75’lik coézeltisi PBS ile cozulerek

hazirlandi. +4 °C’de saklandi. Deney esnasinda c¢oOzilerek 37 °C'ye

getirilerek kullanildi.

Normal erime noktali agar (NMA): %1’lik coézeltisi PBS ile coézllerek

hazirlandi. Coézelti henliz sicak iken lamlar bu c¢o6zeltinin icine

daldirilarak agar ile kapland: ve kurutuldu.

Fpg enzim reaksiyon tamponu: 20 mM Tris, 100 mM NaCl ve 1 mM

Na2EDTA distile suda c¢ozuldu ve pH:7,5’a ayarlandi. Bu coézelti +49°de
saklandi. Kullanilacag:1 esnada taze olarak 0,5 mg/ml bovine serum

albumin (BSA) ilave edildi.

Fpg enziminin diltisyonu: -80%de saklanan fpg proteini 1,45ul/ml

olacak sekilde fpg enzim reaksiyon tampon c¢oézeltisine kullanilacag:

esnada taze olarak ilave edildi.
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2.2.2. Yontem Basamaklar:

Sekil 2.1’de sematik olarak gosterilen islemlerden sonra her bir
hastada, HBOT’ne bagli olarak olusmasi muhtemel oksidatif DNA
hasar1 (Komet analizi + Fpg-Komet analizi) ve klastojenik etkilerin

(CBMN testi) incelenmesi hedeflenmistir.

10 seans boyunca HBOT goéren hastalardan 1. seans 6ncesi ve
sonrasi ile 5. seans 6ncesi ve sonrasinda da kan 6rnekleri alinmis ve
1. seans sonrasinda olusan oksidatif DNA hasar1 ile 5. seans
sonrasinda olusan oksidatif DNA hasarlar1 karsilastiriimistir. Bu
karsilastirmada uygulanan islemlerin 6zetle sematik olarak

gosterilmesi Sekil 2.2’de goértilmektedir.
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=] HBOT icin basvuran hastalardan alinan “KAN” érnekleri
HBOT' ne girmeden dnce HBOT ne girdikten sonra -
—p (ilk seans 6ncesi, n=100) (ilk seans sonrasi, n=100)
< Lenfosit izolasyonu Lenfosit izolasyonu <
Lenfosit sayimi (lenfosit/ml) Lenfosit sayimi (lenfosit/ml)
-> ve Ug esit hacimde boliinmesi ve dort esit hacimde boliinmesi
_ Lenfositlerin Lenfositlerin Tedavi
Tedavi -80°C de saklanmasi -80°C de saklanmasi Sonrasi
(?_rll((")e? icin gerekli islemler icin gerekli islemler (TS)
CBMN
o } } T [
(n=90) Saklama sonrasinda; Saklama sonrasinda; (n=90)
-80°C lik saklama -80°C lik saklama
kosullarinin kosullarinin
lenfositlerdeki DNA lenfositlerdeki DNA
hasarini etkileyip hasarini etkileyip
_ etkilemediginin etkilemediginin Tedavi
(Tjedav! gosterilmesi gosterilmesi Sonrasi
nees (TS
S v v Komet [+
Komet L _ _ Analizi
Analizi Tedavi Onces Tedavi Sonrasi
(TO) (TS)
Fpg - Komet Fpg - Komet
Analizi Analizi

Yeterli miktarda lenfosit kullanilarak, olusan oksidatif DNA hasariin hangi
siirede ve ne kadariin onarildig: yine komet testi kullanilarak test edilmistir.
Bunun igin in-vitro kosullarda inkiibe edilen lenfositlerden 0., 15., 30., 60. ve
120. dakikalarda lenfosit drnekleri alinarak komet analizleri yapilmis ve artmis | g
olan oksidatif DNA hasarmin onarilip onartlmadigi, diger bir deyisle tedavi
Oncesindeki seviyesine inip inmedigi arastirilmistir.

V

v

V

v

V

“0.” dk. “15.” dk. “30.” dk. “60.” dk. “120.” dk.

Komet Komet Komet Komet Komet

Analizi Analizi Analizi Analizi Analizi
Sekil 2.1. HBOT icin gelen hastalardan alinan kan 0&rneklerinde

uygulanan islemlerin 6zetle sematik olarak gosterilmesi
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10 seans HBOT goren hastalardan 1. ve 5. seans dncesi ve sonrasi
alinan “KAN” 6rnekleri

HBOT’nin 1. seansina giren hastalar

HBOT nin 5. seansina giren hastalar

1

1

1

1

“1.” Seans “1.” Seans “5."” Seans “5.” Seans
Oncesi, Sonrasi, Oncesi, Sonrasi,
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Lenfosit Lenfosit Lenfosit Lenfosit
izolasyonu izolasyonu izolasyonu izolasyonu
Lenfosit Lenfosit Lenfosit Lenfosit
sayimi sayimi sayimi sayimi
(lenfosit/ml) (lenfosit/ml) (lenfosit/ml) (lenfosit/ml)
“ 1 Seans “1.” Seans “ 5 Seans “B.” Seans
Oncesi, Sonrasi, Oncesi, Sonrasi,
“Komet “Komet “Komet “Komet
Analizi” Analizi” Analizi” Analizi”
50 uM 50 uM 50 uM 50 uM
H20, H20, H20, H20,
“Komet “Komet “Komet “Komet
Analizi” Analizi” Analizi” Analizi”
50 uM 50 uM
H 202, H 202,
“120.” dk., “120.” dk.,
“Komet “Komet
Analizi” Analizi”

Sekil 2.2. 10 seans boyunca HBOT goéren hastalarda ilk 5 seans

icinde olusan oksidatif DNA hasarinin karsilastirilmasi.
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2.2.2.1. Kandan Lenfosit Izolasyonu

plazma

lenfosit iceren

o
= "
« i
/ arafaz

histopaque filtre
e —

pellet
eritrositler ve
grandilositler

Oncelikle
(histopaque)

sicakligina getirildi.

lenfosit ayirma cozeltisi

korunarak oda

12 mllik LeucoSep

1siktan

tiplere 3 ml histopaque kondu. 1000 g’de
30 saniye oda sicakliginda santriflij edildi.
4-5 ml kan tupe aktarildi. 1000 g’de 10

dakika oda sicakliginda santrifij edildi.

Santriftijden sonra tupteki

fazlarin  siralamasi yukaridan
asagiya plazma - lenfosit iceren
arafaz - histopaque - filtre-
histopaque — pellet (eritrositler ve
granulositler) seklindedir. Lenfosit
iceren disk Uzerinde tUim fazlar
baska bir aktarildi (Bu

asamada tupte bulunan (filtre,

tipe

eritrositler ve grantlositleri iceren
pellet ile kontaminasyonu

onlemektedir).

Sekil 2.3. Lenfosit izolasyon basamaklar:
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Sekil 2.3. Devam Lenfosit izolasyon basamaklari.

Diger bir tipe aktarilan lenfositli fazin tizerine 5 ml PBS ilave edildi.
Vorteksledikten sonra 250 g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Santrifijden sonra Ust faz atildi, tekrar 5 ml PBS ilave edilerek
250 g'de 10 dakika oda sicakliginda santrifij edildi. Son santrifiijden
sonra Ust faz atildi ve pelletin tizerine 1 ml RPMI ilave edilerek iyice

karistirild.

2.2.2.2 Lenfositlerin Mikroskopta Sayilmasi

Bolim 2.2.2’de anlatildigi sekilde elde edilen 1 mllik lenfosit
cozeltisinden 40 ul alindi ve Uzerine 40 ul tripan mavisi eklendi
(dilisyon faktérti=2) ve karistirildi. Neubauer sayim lami alindi,
lUzerine lamel kapatildi. Lenfosit-tripan mavisi karisimi bekleme

yapilmadan sayim lamina uygulandi.

Uygulama noktas: f.«-"/ Larmel
. 4 . o Sayim

Bilmesi 0.1 mm drnek derinligi

- Lameli
yerlegtirme
destedi h B

I
='xl [L =
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1, 3, 5, 7 ve 9 numarali karelerdeki hiicreler sayildi.

1, 3, 7 ve 9 numarali karelerin (kose kareler)

icerisinde 16 adet kucuk kareler, 5 numaral

sm—=——— karenin (merkez kare) icerisinde ise 25 adet

il

kticik kare bulunmaktadir. 9 buyltk kareden

her biri 1mm?’dir ve derinlik 0.1 mm’dir, buna

gore her karedeki hacim 0.1 mms3 ‘ttr (0.0001ml)

Sayimm yapilirken soldan saga, yukaridan asagiya gidildi. Ayni
hicreyi iki kez saymamak amaciyla, karelerin sol ve Ust cizgilerine
temas eden hucreler sayildi, alt ve sag cizgilere temas eden hticreler
sayllmadi. Sayilan 5 karedeki huicrelerin ortalamasi alindi, diltisyon

faktéra ve 104 ile carpilarak 1 ml’deki hiicre sayisi hesaplandi.

Toplam hticre sayis1 x 104 x 2 = 1 ml’deki hiicre sayisa.
5

2.2.2.3 Lenfositlerin -80 °C’de Saklanmasi

Tam kandan elde edilen lenfositler, saklama medyumu icerisinde 3
milyon/1,5 ml olacak sekilde hesaplanarak ilave edildi. Kademeli
olarak 6nce -20 9C’de yaklasik 1-2 saat donmasi saglandi, daha sonra

-80 9C’ye alinarak lenfositler fpg proteini ilave edilerek yapilan komet

testi icin saklandi.
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2.2.3. Komet Analizi

Hiicreleri agara alma islemi:

Bolim 2.2.2°’de anlatildig1r sekilde sayilan lenfosit hticreleri her bir
lamda 10.000-20.000 arasinda htuicre olacak sekilde hesaplanarak 50
ul hiicre stspansiyonu ile 379C’de eritilmis 100 ul % 0.5lik LMPA
karistirildiktan sonra 6nceden % 1’lik NMPA c¢ézeltisine daldirilip agar
ile kaplanmis lamlara yayildi ve Uizerine lamel kapatildiktan sonra
buzlu metal ylzey uzerinde yaklasik olarak 5 dakika bekletilerek

agarin katilasmasi saglandi.

H>02 uygulanmast:

Hucrelere; pozitif kontrol olarak 50 pM ve 100 uM H2O> uygulandi.
+40C’de 900 ul PBS ve 100 ul uygun miktarlarda H2O2 coézeltisinden
ilave edildi ve 5 dakika buz banyosunda bekletildi. +4°C’de 2500

rpm’de S dakika sureyle santrifiij edildikten sonra stipernatant atildi.

Lizing:

Lamlar daha 6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizing

cozeltisine daldirilarak en az 1 saat stireyle buzdolabinda bekletildi.

Alkali uygulamas: ve elektroforez:

Elektroforez tanki soguk elektroforez c¢ozeltisi ile uygun miktarda
dolduruldu (Bu tampon c¢oézelti, lamlarin Utzerini 0,5-1 cm gececek
kadar olmalidir). Lysing co6zeltisinden cikarilan lamlar agar yayilan

kisimlar Uste gelecek sekilde elektroforez tankinin icine yerlestirildi.
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Lamlar, 20 dakika akim uygulamadan bu coézeltide bekletildikten
sonra, 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez
uygulandi.

Nétralizasyon:

Elektroforez asamasi bittikten sonra elektroforez tankindan cikarilan
lamlar tc¢ kez nétralizasyon cozeltisi ile yikandi. Hucreleri lamlara
fikse etmek amaciyla alkol icerisine daldirilan lamlar okuma

yapilincaya kadar nemli ortamda sakland:.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme:

Lamlarin tizerine 60 pl (20 pg/ml) etidium bromur ¢oézeltisi ilave edildi

ve en az 10 dakika beklenip fluoresan mikroskopta okuma yapildi.

Her lamda 100 htcre, floresan mikroskopunda degerlendirilerek
DNA hasar derecesi cekirdekten c¢ikan kuyruk uzunlugunun
durumuna goére hasarsiz (0), az hasarl (1), orta derecede hasarlh (2),
yuksek derecede hasarli (3) ve hasarli (4) olmak Uzere 5 kategoride

degerlendirildi.

Asagidaki formul ile Arbitrary Units degerleri hesaplanarak

degerlendirme yapildi.

Arbitrary Units (AU)= (0 x hasarsiz hiicre sayisy + (1 x az hasarli

hiicre sayisy) + (2 x orta derecede hasarlt hiicre sayisy + (3 x ytiksek

derecede hasarli hiicre sayisy + (4 x hasarlt hiicre sayist) / 100

Elde edilen kometlerin fluoresan mikroskoptaki goérintuleri

Bolim 3.4’te gosterilmistir.
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2.2.4. Olusan Oksidatif DNA Hasarinin Onariminin Gosterilmesi

Bolim 2.2.3’de anlatilmis olan komet testi prosedurt, tedavi
sonrasinda alinan 6érnekler icin (ayni zamanda tedavi sonra 0. dak., TS
0. dak.) hemen wuygulandiktan sonra o6rnekler DNA hasarinin
onarimini izleyebilmek amaciyla 37°°de inktibe edildi ve inkiibasyonun
15. dak., 30. dak., 60. dak. ve 120. dak.larinda ayni sekilde lamlara

uygulama yapilarak fluoresan mikroskopta degerlendirildi.

2.2.5. Formamidopirimidin Glikozilaz (Fpg) Enziminin Kullanildig:

Modifiye Komet Analizi

Okside pirimidinleri saptamak Utizere klasik komet testinde fpg enzimi
kullanildi. -809C’de saklama medyumu icerisinde saklanmis olan 100
tedavi 6ncesi ve 100 tedavi sonrasina ait lenfosit 6rnekleri ¢cikarilarak
370C’de hizlica c¢ozildu. 37°C’ye getirilmis olan medyum icerisine
alinarak 1300 rpm’de 5 dakika santrif(jj edildi. Stipernatant atildiktan
sonra bir kez daha medyum ile yikanarak santrifiij edildi. Elde edilen
lenfositlerde, Komet analizi Boélim 2.2.3’de anlatildigi sekilde
elektroforez asamasina kadar ayni bicimde gerceklestirildi. Lamlar
elektroforeze konulmadan 6nce, fpg enzim reaksiyon tamponu (pH:7,5)
ile 3 kez yikandi. Fpg enzimi -80°C’den cikarilarak ayni tamponla
dilisyonu yapildi, bu enzimlerden lamlara eklendi ve lamelle tizerleri
kapandi. 37°C’lik nemli inktibatérde yarim saat inktibe edildi. Daha
sonra komet testindeki elektroforez, né6tralizasyon, boyama ve
degerlendirme islemleri ayni sekilde uygulandi. Hucrelere; pozitif

kontrol olarak 50 uM ve 100 uM H20> uygulandi..
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2.2.6. 10 Seanshik HBOT’ne Giren Hastalarin 1. ve 5. Seansinda

Alinan Kan Orneklerine Uygulanan Komet Testi

Calismamiza katilan hasta grubundan tedavinin basinda 1. seans
Oncesi ve sonrasinda, ayrica tedavinin ortasina denk gelen 5. seans
Oncesinde ve seans sonrasinda bu hastalardan kan 6rnegi alinarak

komet testi uygulandi. Bu amacla ancak 5 hasta takip edilebilmistir.

Bu o6rnekler ayrica, H2O2’e maruz birakilarak HBOT esnasinda
olustugu dusunulen adaptif cevabin, in-vitro kosullarda H2O> ile
olusturulan DNA hasar1 Uzerindeki etkileri arastirildi. 5. seans
déncesinde alinan 6érneklere 50 uM H20» uygulandi. Ilk seans sonrasi
ve 5. seans sonrasi alinan 6rneklere ise 50 uM H202 uygulandi ve
komet testi kullanilarak DNA hasarlarina bakildi. Ayrica ilk seans ve
5. seans sonrasi alinan Ornekler 2 saat inktibasyona birakildiktan

sonra onarim tayin edildi.

2.2.7. Sitokinezi Bloke Edilmis Mikrocekirdek Testi (Cytokinezis-
Blocked Micronuclei, CBMN)

Inkiibasyon:

Laminar air flow altinda steril tiplere izole edilen lenfosit 6rneginden
her bir tipe 1 milyon olacak sekilde hesaplanarak konuldu. Daha
6nceden hazirlanan ve calismadan en az bir saat 6nce 37°C’de
bekletilip 1sitilan medyum coézeltisinden 2.5 ml tliplere ilave edildi.
Lenfositlerin ~ boliinmesini  stimtle etmek amaciyla tliplere
fitohemagliitinin ilave edildi. Tuplerin kapaklari laminar air flow
altinda kapatildi. Vortekste hafifce karistirildi ve 72 saatlik
inktbasyon, tupler 37°Clik CO: inkuibatére kaldirilarak baslatildi.
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44 .saatte tUpler CO2 inktbatérden alindi ve laminar air flow altinda
her bir tupe 4,5 ug/ml sitokalasin-B (CYT-B) ilave edildi, vorteksle
hafifce karistirildi ve 37°C’lik inktiibatére kaldirildi.

Sitospin ile santriftij islemi:

72. saatte tupler CO2 inktibatorden cikarildi ve temiz lamlar Uizerine
hiicreler 600g’de 5 dakika sitospin santrifiijde sanriftij edilerek alinda.

Oda sicakliginda lamlar kurumaya birakildi.

Sekil 2.4. Sitospin santrijij
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Mitomisin-C (MMC) uygulamast:

Lenfositler 10, 20, 40 ve 60 ng/ml MMC’ye pozitif kontrol olarak

maruz birakilarak ayni test proseduirt izlendi.

Boyama:

Lamlar kuruduktan sonra temiz bir sale icine aktarilan metanol
cozeltisine daldirildi ve bu sekilde 10 dakika bekletildi. Lamlar daha
sonra saleye doldurulan Giemsa c¢o6zeltisi icine daldirildi ve 10 dakika
bekletildi. Son olarak lamlar distile su ile yikand: ve kurumak Uzere

birakilda.

Mikroskopta Inceleme:

Her kan numunesine karsilik gelen lamlarda 40x objektif ile 1sik
mikroskobunda 1000 adet cift ¢cekirdekli hticre (M2) sayildi. Bu 1000

hiicre icinde bulunan mikrogekirdekler (MN)ler sayildi.

Isik mikroskobu altinda CBMN testi gorUntileri Boélum 3.5te

verilmistir.

Asagidaki formul kullanilarak NDI (Nuclear Division Index)

hesaplandi.

NDI = [M1 + 2(M2)+ 3(M3) + 4(M4)] / 500
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2.3. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatiksel

Yontemler

Tez calismamizda, HBO’ya maruz kalan hastalarin lenfositlerinde
gozlenen cift cekirdekli hticrelerdeki mikrocekirdek (Binucleated cells
with micronuclei, BNMN) sayilarinin, HBO uygulanmadan o6nceki
BNMN sayilar1 ile karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli bir
artisin olup olmadigi Student-t -testi ile test edilmistir. CBMN
testinde HBO uygulamadan 6nce ve uygulandiktan sonra elde edilen
lenfositlerde hesaplanan “NDI” degerlerinin istatistiksel olarak

farklilik gosterip gdostermedigi ise Student-t testi ile test edilmistir.

HBO’yva maruz kalan lenfositlerde komet testi uygulanarak
hesaplanan Arbitrary Units (AU) degerlerinin, HBO uygulanmadan
onceki AU degerleri ile karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamh
olup olmadig1 “one-way ANOVA?” testi ile test edilmistir. Ayn1 sekilde
fpg proteini uygulamasi ile elde edilen AU degerleri de “one-way
ANOVA” testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Toplam S
hastadan 1. ve 5. seans 6ncesi ve sonrasinda alinan 6rneklerle ve bu
orneklere H2O2 uygulamas: ile elde edilen AU degerleri de “one-way

ANOVA” kullanilarak test edilmistir.

Bu testler, “SPSS for Windows-Release 11” programi kullanilarak

yapimistir.
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3. BULGULAR

3.1. Tez Calismamiza Katilan Grubun Ozellikleri

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan goénulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait cinsiyet, yas, sigara ve kahve
icme aliskanligi, alkol kullanma aligkanligl, 1sin tedavisi gorup
gérmedigi ve mevcut olan hastalik durumu ile ilgili bilgiler Cizelge

3.1’de gOsterilmistir.

Cizelge 3.1. GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip
Anabilim Dali'na HBO tedavisi icin bagvuran hastalar arasindan
goénulll olarak tez calismamiza katilan 100 hastanin 6zellikleri.

a. Yas ve cinsiyet 6zellikleri

Ozellikler Sayt (n)
Cinsiyet Kadin 23
Erkek 77
Ort. 41 (12-79)
<30 28
Yas 30-45 34
45-60 25
>60 13

(*p<0.05, student t-test)

b. Son aylarda rontgen cektirme durumlart

Sayt (n)
Rontgen (son aylarda) geﬁ?rtr:gen 22*

(*p<0.05, student t-test)
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Cizelge 3.1. Devam GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik
TipAnabilim Dalina HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan
gonullia olarak tez calismamiza katilan 100 hastanin 6zellikleri.

c. Sigara, alkol ve kahve icme aliskanliklart

Ozellikler
Sayi (n)

Icmeyen 72*

Sigara icme Icen (giinde 1 paketten az) 18

Icen (giinde 1 paketten fazla) 10
Kullanmayan 88*

Alkol Kulanma Kullanan 12
Icmiyor 69*

: 1-2 fincan 29

Kahve Ieme 3 fincandan fazla 2

(*p<0.05, student t-test)

d. HBOTye basvurmalarina neden olan hastalik durumlart

Hastalik durumu Say Hastalik durumu Say
diyabetik ayak 23* kordi tamiri 1
CO zehirlenmesi 2 mayin 1
ani isitme kaybi 37* gozde kimy. yanik 1
burger 4 behcet 1
donma 4 anoksik ensefal opati 1
testis torsiyonu 4 asil tendivit 1
osteomyelit 3 ayakta akintili yara (silahla) 1
Ulseratif kolit 3 kornea Ul seri 1
atesli silah yaralanmasi 2 ameloblastom 1
akuler-sol femur basi 2 crohn-fistUl 1
anal fistul 1 enterokutan fistul 1
hipofarenks 1 diz alt1 ampultasyonu 1
periferik damar hastalig 1 diskitis 1

kornea nakli 1

(*p<0.05, student t-test)
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3.2. Komet Testi Uygulamalari ile Elde Edilen Sonuclar

3.2.1. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan H>;0> ile Elde Edilen

Sonuclar

Bolum 2.2.3te anlatildigi sekilde lenfosit huicrelerine pozitif kontrol
olarak 50 uM ve 100 pM H>0: uygulanarak komet testi ve fpg ile
modifiye edilmis komet testi ile analiz edildi. 3 kez tekrarlanarak elde
edilen sonuclar, AU degerleri hesaplanarak Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Lenfosit hucrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan
50 uM ve 100 uM H,0O,ile komet testi ve fpg ile modifiye edilmis komet
testi sonuclar1 (Komet testi 3 kez uygulanmis ve ortalamalar:

alinmistir).

Ortalama

H2O2, uM Arbitrary Stand. sapma
Units (AU)

Kontrol 11 1,63

Kontrol + fpg 11 0,81

50 uM H20: 129° 5,31

S0uM H202+fpg 158+ 5,90

100 uM H203 161" 2,50

100 uM H2Oo+fpg 200" 5,43

(*p<0.05, one-way ANOVA)
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Sekil 3.1. Lenfosit hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan 50 uM
ve 100 uM H0O, ile komet testi ve fpg ile modifiye edilmis komet testi
sonuclari.

* Kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artislar
g6zlenmistir

1 fpg proteini ilave edildiginde elde edilen degerlerle ayni
konsatrasyonlar karsilastirildiginda anlaml artis gézlenmistir (p<0.05,
one-way ANOVA).

Elde edilen sonuclara goére, S0 uM ve 100 uM H>O> komet testi ve
fpg ile modifiye edilmis komet testinde DNA hasarini anlamli bir
sekilde artirmaktadir. Fpg proteini ilavesinde ise her iki
konsantrasyonda da fpg ilave edilmeksizin elde edilen sonuclara goére

istatistiksel olarak artis gézlenmistir (p<0.05, one-way ANOVA).
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3.2.2. HBO Tedavisi Goren Hastalardan Elde Edilen Komet Testi

Sonuclar

3.2.2.1 HBOT’den Once ve ilk Seanstan Sonra Alinan Orneklere
Ait Sonuclar

HBO tedavisi géren hastalardan tedavi éncesinde (TO) ve tedavi
sonrasinda (TS) alinan ve taze olarak calisilan 6rnekler ile -80°C’den
cikarilan lenfositlerde uygulanan komet testi sonuclar1 Cizelge 3.3’te
ve Sekil 3.2’de gosterilmistir, bu degerler arasinda istatistiksel olarak

bir farklilik bulunmamaistir (p>0.05, one-way ANOVA).
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Cizelge 3.3 Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi taze olarak calisilan
orneklerle
arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir (p>0.05, one-

-80°C’den cikarilarak calisilan

oOrneklerin

sonuclari

way ANOVA).

1.6 TS 7.6 (-80) TS(-80) 1.6 TS 1.6 (-80) TS(-80)
12 35 11 33 52 9 35 9 34
12 35 12 33 53 12 36 10 36
10 28 9 30 54 10 35 10 35
11 31 11 30 55 11 34 11 34
8 34 8 35 56 10 35 11 37
12 35 11 35 57 11 33 10 34
15 33 14 32 58 8 34 9 29
13 35 13 31 59 12 35 12 32
12 36 11 35 60 9 37 8 35
12 33 12 31 61 8 33 8 31
13 33 13 38 62 9 38 10 36
14 33 13 34 63 8 33 8 32
13 34 12 33 64 11 35 12 32
11 37 10 36 65 9 37 9 36
12 31 12 32 66 9 35 10 34
10 32 10 30 67 11 30 11 29
11 34 11 32 68 9 36 10 31
9 42 9 38 69 10 35 10 33
10 34 9 30 70 10 36 9 35
14 31 13 33 71 8 32 8 34
8 34 8 35 72 11 38 10 36
8 32 9 32 73 15 33 12 32
10 37 10 35 74 10 37 11 35
11 36 11 34 75 7 39 8 36
11 35 10 36 76 7 37 8 35
11 37 11 35 77 7 32 9 33
12 37 11 31 78 9 33 8 35
11 36 10 35 79 8 33 9 35
11 36 11 35 80 9 34 9 33
9 32 10 34 81 8 33 8 32
9 36 9 33 82 11 36 11 30
11 33 10 35 83 7 36 7 34
12 37 11 36 84 10 33 9 34
13 37 12 26 85 8 33 8 34
11 36 11 34 86 7 33 7 33
10 32 10 33 87 9 34 10 33
11 35 10 29 88 9 36 9 34
9 34 10 32 89 14 38 12 35
9 35 8 35 90 9 36 10 36
9 38 10 31 91 8 34 9 35
13 30 12 33 92 11 30 10 30
9 35 8 35 93 10 35 9 34
13 40 13 39 94 9 34 8 31
8 39 8 36 95 8 34 8 34
10 36 10 34 96 7 37 7 35
8 34 8 32 97 10 34 9 34
10 35 9 34 98 7 34 8 32
8 34 9 36 99 9 32 8 27
12 38 11 35 100 8 34 8 30
10 34 10 35 ort. 10,84 34,7059 10,4902 33,549
12 34 11 35 Std. Sapma 1,753 2,51501 1,51298  2,42789
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Sekil 3.2. Tedavi o6ncesi ve tedavi sonrasi taze olarak calisilan
orneklerle -80°C’den cikarilarak calisilan 6rneklerin sonuclari.

* p>0.05, one-way ANOVA, Taze olarak calisilan TO numuneleri ile
-800C’den cikarilarak calisilan TO numuneleri arasinda istatistiksel
olarak bir fark yoktur.

** p>0.05, one-way ANOVA, Taze olarak calisilan TS numuneleri ile
-800C’den cikarilarak calisilan TS numuneleri arasinda istatistiksel
olarak bir fark yoktur.

HBO tedavisi goéren hastalardan, tedaviye baslamadan hemen
once ve ilk tedavi seansindan sonra alinan 100 hastaya ait kan
orneklerinde uygulanan komet testi sonuclari ve -80°C’den cikarilan
lenfositlerde uygulanan fpg proteini ile modifiye edilmis komet testi

toplu sonuclari Cizelge 3.4 gbsterilmistir.
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Cizelge 3.4. 100 hastaya ait tedavi 6ncesi (T6) ve tedavi sonras1 (TS)
komet testi ve fpg proteini ile modifiye edilmis komet testi sonuclari.
TS (0. dakika ayni zamanda tedavi sonrasini temsil etmektedir)
numunelerinin 15., 30., 60. ve 120. dakikalardaki komet testi
sonuglari.

0. 15. 30. 60. 120. fpg fpg

T.6 TS dak dak dak dak dak T6 TS

1 12 35 35 21 18 17 10 12 48

2 12 35 35 22 13 14 11 11 50

3 10 28 28 23 22 17 13 9 43

4 11 31 31 29 22 14 12 10 41

5 8 34 34 25 25 16 10 9 47

6 12 35 35 26 25 23 15 10 48

7 15 33 33 30 24 25 14 14 45

8 13 35 35 32 26 20 14 12 43

9 12 36 36 31 28 22 15 11 47

10 12 33 33 28 24 23 13 11 49
11 13 33 33 28 24 23 14 13 50
12 14 33 33 35 32 24 15 13 47
13 13 34 34 32 30 24 13 12 47
14 11 37 37 33 28 22 12 11 50
15 12 31 31 31 26 27 13 11 46
16 10 32 32 28 29 22 11 9 42
17 11 34 34 32 31 31 11 9 48
18 9 42 42 39 33 27 10 10 51
19 10 34 34 31 29 25 11 10 44
20 14 31 31 30 28 25 12 13 45
21 8 34 34 26 24 22 8 9 44
22 8 32 32 27 23 17 10 10 43
23 10 37 37 36 31 20 13 9 48
24 11 36 36 33 24 18 14 13 43
25 11 35 35 32 26 14 10 11 45
26 11 37 37 33 23 15 13 10 44
27 12 37 37 38 37 29 15 11 46
28 11 36 36 28 23 18 10 11 48
29 11 36 36 32 26 19 11 10 46
30 9 32 32 29 20 13 8 9 46
31 9 36 36 30 27 16 12 9 47
32 11 33 33 30 24 17 13 11 44
33 12 37 37 29 25 16 13 10 47
34 13 37 37 35 28 17 14 12 41
35 11 36 36 34 28 20 13 9 43
36 10 32 32 27 21 15 12 11 44
37 11 35 35 33 28 19 10 11 44
38 9 34 34 31 24 13 10 9 47
39 9 35 35 36 34 20 11 8 45
40 9 38 38 30 25 18 9 9 44
41 13 30 30 30 29 20 13 13 49
42 9 35 35 32 28 18 10 9 44
43 13 40 40 39 29 16 12 12 54
44 8 39 39 36 35 21 9 9 49
45 10 36 36 33 23 17 12 10 46
46 8 34 34 32 24 16 8 9 47
47 10 35 35 35 31 18 12 10 48
48 8 34 34 33 30 18 11 9 47
49 12 38 38 34 29 19 14 11 46
50 10 34 34 32 22 20 13 10 47
51 12 34 34 31 32 17 11 10 48
52 9 35 35 35 31 19 10 9 51



Cizelge 3.4. Devam 100 hastaya ait tedavi 6ncesi (T6) ve tedavi
sonrasi (TS) komet testi ve fpg proteini ile modifiye edilmis komet
testi sonuclari. TS (0. dakika ayni zamanda tedavi sonrasini temsil
etmektedir) numunelerinin 15., 30., 60. ve 120. dakikalardaki
komet testi sonuclari.

53 12 36 36 32 28 18 13 12 50
54 10 35 35 34 27 18 11 10 50
55 11 34 34 33 29 19 11 12 44
56 10 35 35 30 25 19 11 10 57
57 11 33 33 26 23 18 11 12 52
58 8 34 34 32 25 13 8 8 49
59 12 35 35 31 29 23 12 11 52
60 9 37 37 37 33 20 10 10 49
61 8 33 33 32 22 13 7 9 49
62 9 38 38 32 28 14 9 11 51
63 8 33 33 32 29 16 8 9 48
64 11 35 35 35 33 21 12 10 50
65 9 37 37 37 33 23 7 11 46
66 9 35 35 30 28 19 10 9 49
67 11 30 30 27 25 16 14 11 49
68 9 36 36 34 31 18 12 10 48
69 10 35 35 35 22 16 10 8 53
70 10 36 36 36 33 18 11 9 53
71 8 32 32 29 29 15 10 9 49
72 11 38 38 41 35 19 12 11 52
73 15 33 33 29 28 22 15 13 45
74 10 37 37 40 33 22 9 10 50
75 7 39 39 34 29 18 9 7 43
76 7 37 37 36 25 21 9 7 46
77 7 32 32 22 16 13 6 10 47
78 9 33 33 32 29 20 11 9 48
79 8 33 33 31 26 18 11 8 50
80 9 34 34 35 33 22 11 8 43
81 8 33 33 30 30 14 9 8 48
82 11 36 36 29 25 13 13 10 46
83 7 36 36 33 29 19 9 8 55
84 10 33 33 26 25 15 10 10 44
85 8 33 33 30 23 18 10 7 48
86 7 33 33 30 25 14 6 8 47
87 9 34 34 28 28 17 9 9 48
88 9 36 36 30 25 18 11 10 50
89 14 38 38 28 24 24 15 12 45
90 9 36 36 33 27 18 10 9 50
91 8 34 34 33 20 20 7 8 51
92 11 30 30 31 26 16 10 9 49
93 10 35 35 29 26 19 12 9 48
94 9 34 34 29 24 15 10 9 53
95 8 34 34 28 29 12 9 8 51
96 7 37 37 29 25 19 7 8 49
97 10 34 34 32 27 18 11 10 50
98 7 34 34 26 25 17 8 7 52
99 9 32 32 31 21 14 8 8 47
100 8 34 34 34 22 14 7 9 48
Ort. 10,1 34,66 34,66 31,3 26,73 18,62 10,9798 9,93 47,57
Std.

Sapma 1,9 2,2525 2,2525 3,7403 4,11434 3,70116 2,1701 1,5238 3,0806

67
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HBO tedavisi goéren hastalardan, tedaviye baslamadan hemen
once (TO) ve ilk tedavi seansindan sonra (TS) alinan 100 hastaya ait
kan orneklerinde uygulanan komet testi sonuclar1 ve tedavi sonrasi
(TS, ayni zamanda O. dak.) numunelerin 15., 30., 60. ve 120.
dakikalarda inktibasyonuyla elde edilen komet testi sonuclar1 Sekil
3.3’de gosterilmistir. Elde edilen sonuclara goére, hiperbarik oksijen
tedavisi oksidatif DNA hasarini anlamli bir sekilde artirmaktadir.
Ayni1 zamanda tedavi sonrasinda alinan 6rneklerin 15., 30., 60. ve
120. dakikalarda inktibasyonuyla elde edilen komet testi sonuclar: da
tedavi oOncesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak yuksek

bulunmustur.

Ayni numuneler Boélim 2.2.2.3de anlatildigi  sekilde
saklandiktan sonra -80°C’den cikarildi ve fpg proteini kullanilarak
komet testi uygulandi. HBO tedavisi géren hastalardan, tedaviye
baslamadan hemen 6nce ve ilk tedavi seansindan sonra alinan 100
hastaya ait lenfositler kullanilarak elde edilen sonuclar Sekil 3.4’te
gosterilmistir. Sekilde de goruldugad gibi -80°C’den cikarilan
lenfositlerde tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda ilk tedavi seans1 sonrasi
komet testi ve fpg proteini ile modifiye edilmis komet testi
sonuclarinda istatistiksel olarak artis gézlenmistir. ilk tedavi seansi
sonras1 sonuclarn ile karsilastirildiginda ve fpg proteini ilave edilmis
tedavi sonrasi1 degerlerde istatistiksel olarak artis goézlenmistir

(p<0.05).
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Sekil 3.3. 100 hastaya ait tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi ve 15., 30., 60.
ve 120. dakikalardaki komet testi sonucunda elde edilen ortalama
arbitrary units (AU) degerleri. Tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda artislar
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05, one-way ANOVA).
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Sekil 3.4. 100 hastaya ait tedavi Oncesi, tedavi sonras:1 fpg proteini
kullanilarak uygulanan komet testi sonucunda elde edilen ortalama
arbitrary units (AU) degerleri.

* Tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi+fpg
sonuclarindaki artislar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

i Tedavi sonrasi degerlerle fpg ilavesi ile elde edilen tedavi sonrasi
degerler arasindaki artis anlamlidir (p<0.05, one-way ANOVA).

3.2.2.2 HBOT’den Once ve ilk Seanstan Sonra Alinan Orneklerin

Hasta Grubunun Ozelliklerine Gore Degerlendirilmesi

Cinsiyete bagl olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan génulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin

“cinsiyete bagli” olarak degerlendirilmesi Sekil  te gOsterilmistir.

Elde edilen sonuclara goére; tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda
tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi inktibasyonun 15., 30. ve 60.

dakikalarinda kadin ve erkek sonuclarinda cinsiyete bagli olarak bir
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farklilik olmayip, her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli artiglar
gozlenmistir. Inkitibasyonun 120. dakikasinda ise fakli olarak
erkeklerde gortilen DNA hasari, TO’ne gére hala ytiksek iken (p<0.05,
one-way ANOVA) kadinlarda bu fark anlamli degildir. Yani
kadinlardaki DNA hasar1 120 dakika sonrasinda TO seviyesine
donmektedir. Kadin ve erkek sonuclar1 birbiriyle karsilastirildiginda

istatistiksel olarak bir fark bulunmamaistir (one-way ANOVA).

40 m Erkek

30

25

20

1

10 I

0.dak 15.dak  30.dak 60.dak 120.dak

Kadin

Arbitrary Units

Ln

Ln

]

Sekil 3.5. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin erkek (n:77) ve kadin (n:23) olmak Uzere cinsiyete
bagli olarak sonuclari. Tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi
ve tedavi sonrasi inkliibasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda her iki
cinsiyette istatistiksel olarak anlamli artislar go6zlenmekte iken
(p<0.05), inkiibasyonun 120. dakikasinda erkeklerde DNA hasar1 TO
seviyesine dénmezken (p<0.05), kadinlarda TO seviyesine dénmektedir
(p>0.05, one-way ANOVA).
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Sigara icimine bagli olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan goénulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin “sigara

icimine” baglh olarak degerlendirilmesi Sekil 3.6’da gésterilmistir.

Elde edilen sonuclara gore; tedavi oncesi ile kiyaslandiginda
tedavi sonrasi1 ve tedavi sonrasi inkubasyonun 15., 30. ve 60.
dakikalarinda hem sigara icen hem de sigara i¢cmeyenlerde
istatistiksel olarak DNA hasar1 TO degerlere gore ytiksektir (p<0.05).
Inktibasyonun 120. dakikasinda ise hem sigara icen hem de sigara
icmeyenlerde istatistiksel olarak tedavi 6ncesi degerlerle bir fark

gorulmemektedir (p>0.0535).

Sigara icenler ile sigara icmeyenler birbirleriyle kiyaslandiginda;
inkibasyonun 15. ve 30. dakikalarinda sigara icenler ile sigara
icmeyenler arasinda anlamli fark vardir (p<0.05), sigara i¢cmeyen

kisilerde DNA onarimi daha hizli gerceklesmektedir.

Tedavi sonrasi ilk alinan 6rnekle (0. dak.) inktibasyonun 60. ve
120. dakikalarindaki degerler arasinda sigara icimine bagli olarak

fark yoktur (p>0.05) (one-way ANOVA).
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Sekil 3.6. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin sigara icen (n:28) ve sigara icmeyen (n:72) olmak
lUzere gruplandirilmasiyla elde edilen sonuclar.

* Tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi
inktibasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda hem sigara icen hem de
sigara icmeyenlerde istatistiksel olarak DNA hasar1 artmistir (p<0.05).
1 Sigara icenler ile sigara icmeyenler birbirleriyle kiyaslandiginda;
inkibasyonun 15. ve 30. dakikalarinda aradaki fark anlamlidir
(p<0.05, one-way ANOVA).

Cinsiyet ve sigara icimine bagl olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan goénulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin

“cinsiyet ve sigara icme” durumuna bagh olarak degerlendirilmesi

Sekil 3.7’de gbdsterilmistir.

Elde edilen sonuclara goére; tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda

tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi inktibasyonun 15., 30. ve 60.
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dakikalarinda hem sigara icen hem de sigara icmeyen erkek ve
kadinlarda DNA hasar1 istatistiksel olarak artmistir (p<0.035).
Inktibasyonun 120. dakikasinda ise hem sigara icen hem de sigara
icmeyen erkek ve kadinlarda tedavi Oncesi degerlerle istatistiksel

olarak bir fark gérilmemektedir (p>0.05).

Erkeklerde sigara icenler ile sigara i¢cmeyenler birbirleriyle
kiyaslandiginda; inkiibasyonun 15. dakikasinda aradaki fark anlamh
(p<0.05) iken, tedavi sonras1 ilk alinan oOrnekle (0. dak.)
inkiibasyonun 30., 60. ve 120. dakikalarindaki degerler arasinda
erkeklerde sigara icimine baglh olarak fark yoktur (p>0.05).
Kadinlarda sigara icenler ile sigara ic¢cmeyenler birbirleriyle
kiyaslandiginda sigara icimine bagli olarak fark goézlenmemistir
(p>0.05). Sigara icen erkek ve kadinlar birbirleriyle, sigara icmeyen
erkek ve kadinlar kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak bir fark olmadigi bulunmustur (p>0.05, one-way

ANOVA).
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Sekil 3.7. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin sigara icen erkek (n:21), sigara icmeyen erkek
(n:56), sigara icen kadin (n:7) ve sigara icmeyen kadin (n:16) olmak
lUzere gruplandirilmasiyla elde edilen sonuclar.

* Tedavi oncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi
inktibasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda hem sigara icen hem de
sigara icmeyen erkek ve kadinlarda DNA hasari istatistiksel olarak
artmistir (p<0.05).

tErkeklerde sigara icenler ile sigara icmeyenler birbirleriyle
kiyaslandiginda; inktibasyonun 15. dakikasinda aradaki fark anlaml
bulunmustur (p<0.05, one-way ANOVA).

Réntgen cektirme durumuna bagli olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan goénulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin

“réntgen cektirme” durumuna bagli olarak degerlendirilmesi Sekil

3.8’de gosterilmistir.
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Elde edilen sonuclara gore; tedavi oncesi ile kiyaslandiginda
tedavi sonrasi1 ve tedavi sonrasi inkubasyonun 15., 30. ve 60.
dakikalarinda rontgen cektiren ve cektirmeyenlerde DNA hasarn
istatistiksel ~olarak artmistir (p<0.05). Inktibasyonun 120.
dakikasinda ise hem roéntgen cektiren hem de cektirmeyenlerde
tedavi 6ncesi degerlerle istatistiksel olarak bir fark gértilmemektedir
(p>0.05). Rontgen cektirmis hastalarla rontgen cektirmemis hastalar
birbirleriyle kiyaslandiginda, yalnizca inktibasyonun 60. dakikasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark vardir (p<0.05, one-way ANOVA).

40 - B Rintgen cektiren
35 - I x4 Rdntgen cektirmeyen
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Sekil 3.8. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin réntgen cektiren (n:34) ve rontgen cektirmeyen(n:66)
olmak tizere gruplandirilmasiyla elde edilen sonuclar.

* Tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi
inkGibasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda réntgen cektiren ve
cektirmeyenlerde DNA hasar istatistiksel olarak artmistir (p<0.05).

t Rontgen cektirmis hastalarla rontgen c¢ektirmemis hastalar
birbirleriyle kiyaslandiginda, yalnizca inktibasyonun 60. dakikasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0.05, one-way ANOVA).
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Kahve icimine bagli olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan gonulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin “kahve

icimine” bagli olarak degerlendirilmesi Sekil 3.9’da gbsterilmistir.

Elde edilen sonuclara gore; tedavi oncesi ile kiyaslandiginda
tedavi sonrasi1 ve tedavi sonrasi inkubasyonun 15., 30. ve 60.
dakikalarinda kahve icen ve icmeyenlerde DNA hasari istatistiksel
olarak artmistir (p<0.05). Inkiibasyonun 120. dakikasinda ise hem
hem kahve icen hem de icmeyen hastalarda tedavi 6ncesi degerlerle

istatistiksel olarak bir fark gérilmemektedir (p>0.05).

Kahve icen hastalarla kahve icmeyen hastalar birbirleriyle
kiyaslandiginda, inktibasyonun 15., 30., 60. dakikasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark vardir (p<0.05), kahve icmeyen hastalarda
DNA onarimi daha hizli gerceklesmektedir. Tedavi sonrasinda alinan
ornekle (0. dak.) tedavi sonras: inktibasyonun 120. dakikasinda ise
kahve icimine bagli olarak DNA hasarinda bir fark goértilmemistir

(p>0.05, one-way ANOVA).
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Sekil 3.9. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonucglarinin kahve icen (n:31) ve kahve i¢cmeyen (n:69) olmak
lUzere gruplandirilmasiyla elde edilen sonuclar.

* Tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi
inklbasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda kahve icen ve
icmeyenlerde DNA hasar istatistiksel olarak artmistir (p<0.05).

1 Kahve icen hastalarla kahve icmeyen hastalar birbirleriyle
kiyaslandiginda, inktibasyonun 15., 30., 60. dakikasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark vardir (p<0.05, one-way ANOVA).

Yas durumuna bagl olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin bagvuran hastalar arasindan goéonulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin

hastalarin “yas dagiimina” bagli olarak degerlendirilmesi Sekil

3.10’da gosterilmistir.
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Sekil 3.10’da goéruldiugu gibi; tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda
test edilen tim yas gruplarinda (<30, 30-45, 45-60 ve >60 olmak
Uzere 4 grup) tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi inkiibasyonun 15., 30.
ve 60. dakikalarinda DNA hasari istatistiksel olarak artmis iken
(p<0.05), inktibasyonun 120. dakikasinda ise tedavi 6éncesi degerlerle
istatistiksel olarak bir fark gértilmemektedir (p>0.05).

60 yasin TUzerindeki hastalar diger yas gruplarn ile
kiyaslandiginda, in-vitro inktibasyonun 15. dakikasinda, 30 yasindan
kitictik hastalarda ve 45-60 yas arasindaki hastalarda goértilen DNA
hasarlar1 60 yasin Uzerindeki hasta grubundan istatistiksel olarak

farklidir (p<0.05).

Ayrica inkUbasyonun 30. dakikasinda, 60 yasin tUzerindeki
hastalar ile 30 yasindan kuiciik hastalar birbirleriyle kiyaslandiginda
olusan DNA hasarlarn istatistiksel olarak farklidir (p<0.05, one-way
ANOVA).
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Sekil 3.10. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin yas dagilimina baglh olarak; <30 (n:28), 30-45 (n:34),
45-60 (n:25) ve >60 (n:13) olmak tizere gruplandirilmasiyla elde edilen
sonuclar.

* Tedavi Oncesi ile kiyaslandiginda test edilen tim yas gruplarinda
tedavi sonrasi1 ve tedavi sonrasi inkiibasyonun 15., 30. ve 60.
dakikalarinda kahve icen ve icmeyenlerde DNA hasar istatistiksel
olarak artmistir (p<0.05).

1 60 yasin Uzerindeki hastalar diger yas gruplan ile kiyaslandiginda,
in-vitro inktibasyonun 15. dakikasinda, 30 yasindan ktictik hastalarda
ve 45-60 yas arasindaki hastalarda goriilen DNA hasarlar1 60 yasin
lUzerindeki hasta grubundan istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
Inktibasyonun 30. dakikasinda, 60 yasin Uzerindeki hastalar ile 30
yasindan kuiciik hastalar birbirleriyle kiyaslandiginda olusan DNA
hasarlan istatistiksel olarak farklidir (p<0.05, one-way ANOVA).

Hastalik durumuna bagl olarak degerlendirme:

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim Dali’na
HBO tedavisi icin basvuran hastalar arasindan goénulli olarak tez
calismamiza katilan 100 hastaya ait komet testi sonuclarinin

“hastalik durumuna” bagli olarak degerlendirilmesi Sekil 3.11°de

gosterilmistir.



81

Elde edilen sonuclara gore; tedavi 6ncesi ile kiyaslandiginda test
edilen tim hastalik gruplarinda (ani isitme kaybi, diyabetik ayak ve
CO zehirlenmesi ve diger hastaliklar olmak tUzere 4 grup) tedavi
sonrasi ve tedavi sonrasi inkiibasyonun 15., 30. ve 60. dakikalarinda
DNA hasar istatistiksel olarak artmis iken (p<0.05), inktiibasyonun
120. dakikasinda tedavi 6ncesi degerlerle hastalik gruplar1 arasinda

bir fark gérulmemektedir (p>0.05).

Hastalik gruplar1 birbirleriyle kiyaslandiginda, inktbasyonun
30. dakikasinda, CO zehirlenmesi nedeniyle hiperbarik oksijen
tedavisi géren hastalarda goériilen DNA hasar ile ani isitme kaybi ve
diyabetik ayak hastaliklari nedeniyle hiperbarik oksijen tedavisi
goren hastalarda goérilen DNA hasar1 arasinda istatistiksel olarak

fark gozlenmistir. (p<0.05, one-way ANOVA).
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Sekil 3.11. Tez calismamiza katilan 100 hasta ile elde edilen komet
testi sonuclarinin hastalik durumuna bagli olarak; ani isitme kaybi
(n:36), diyabetik ayak (n:22), CO intoksikasyonu (n:2) ve diger
hastaliklar (n:40) olmak TUzere gruplandirilmasiyla elde edilen
sonugclar.

* Tedavi oncesi ile kiyaslandiginda test edilen tim hastalik
gruplarinda (ani isitme kaybi, diyabetik ayak ve CO zehirlenmesi
olmak tizere 3 grup) tedavi sonrasi ve tedavi sonrasi inktibasyonun
15., 30. ve 60. dakikalarinda DNA hasar istatistiksel olarak artmaistir.
t CO zehirlenmesi nedeniyle hiperbarik oksijen tedavisi goéren
hastalarda go6zlenen DNA hasar ile kiyaslandiginda, inktubasyonun
30. dakikasinda, ani isitme kaybi, diyabetik ayak ve diger hastaliklar
nedeniyle hiperbarik oksijen tedavisi géren hastalarda goértilen DNA
hasar istatistiksel olarak artmistir (p<0.05, one-way ANOVA).
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3.2.2.3. HBOT’nin 1. ve 5. Seansindan Once ve Sonra Alinan

Orneklere Ait Sonuclar

10 seanslhik HBOT icin basvuran hastalardan 5 tanesi (86.-90.
hastalar) tedavi sturesince (ilk S seans) izlendi. Bu hastalardan
tedaviye baslamadan o6nce ve ilk seans sonrasinda alinan kan
Orneklerinin yani sira, tedavinin ortasina denk gelen 5. seans
Oncesinde ve seans sonrasinda kan Ornegi alinarak komet testi
uygulandi. Bu hastalarin ayr1 ayr1 komet testi sonuclar1 ve ortalama

degerlerle elde edilen sonuclar Sekil 3.12°de gbsterilmistir.

Sekil 3.12’de goruldugu gibi, 5 hastaya ait ayr1 ayri sonuclar ve
ortalama degerlerle elde edilen sonuclarda, HBOTun 1. seans
sonrasinda calisilan komet testinde DNA hasar1 istatistiksel olarak

yuksek bulunmustur (p<0.05).

Tedavi o6ncesi degerle kiyaslandiginda, tedavinin ortasina denk
gelen 5. seans o6ncesinden ve bu seansin hemen sonrasinda alinan
orneklerdeki DNA  hasarinda istatistiksel olarak Dbir fark

bulunmamistir (p>0.05, one-way ANOVA).

1. seans sonrasi alinan 6rneklerdeki DNA hasarlar ile 5. seans
sonrasi alinan 6rnekler karsilastirildiginda, 1. seans sonrasindaki DNA
hasar istatistiksel olarak yuksektir. 5. seans sonrasindaki degerler

tedaviye baslamadan 6nceki degerlerdedir.
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5 hastaya ait tedaviye baslamadan o6nce ve ilk seans

sonrasinda ve tedavinin ortasina denk gelen 5. seans Oncesinde ve
seans sonrasinda uygulanan komet testi sonuclar:1 ve bu 5 hastaya ait

sonuclarin ortalamasi.

Hiperbarik oksijen tedavisinin ilk seansindan

sonraki 6rneklerde DNA hasar istatistiksel olarak ytiksek bulunmustur
(p<0.05, one-way ANOVA).
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Ayrica yine bu O6rneklere H20> uygulanarak HBO tedavisi
sirasinda olusan adaptif cevabin, in-vitro kosullarda H202 ile
olusturulan DNA hasar1 lzerindeki etkileri arastirildi. Bu amacla ilk
seans sonrasl ve 5. seans sonrasi alinan orneklere ise 50 uM H2O2
uyguland: ve komet testi kullanilarak DNA hasarlarina bakildi. Ayrica
ilk seans ve 5. seans sonrasi alinan Ornekler 2 saat inklibasyona
birakildiktan sonra DNA onarimi tayin edildi. Her bir hastaya ait ayn
ayr1 komet testi sonuclar1 ve ortalama degerlerle elde edilen sonuclar

Sekil 3.13’te gosterilmistir.

Elde edilen sonuclara goére, 5 hastaya ait ayri ayri sonuclar ve
ortalama degerlerle elde edilen sonuclarda, tedavi o6ncesi degerle
kiyaslandiginda, 50 uM H202 uygulamasi ile DNA hasari istatistiksel
olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). 5. seans sonrasinda alinan
orneklere 50 uM H20:2 uygulanip 2 saatlik inktibasyondan sonra elde
edilen degerler tedavi 6ncesi degerle istatistiksel olarak fakli degildir

(p>0.05).

5. seans Oncesi ve 5. seans sonrasi alinan 6rneklere 50 uM H20»
uygulamasi ile elde edilen sonuclar, 1. seans sonrasi 6rneklere 50 uM
H202 uygulamas: ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak goézlenen
DNA hasarlar1 azalmistir (p<0.05). Ayrica S. seans 6ncesi ve 5. seans
sonrasi alinan o6rneklere 50 uM H20> uygulamasi ile elde edilen

sonuclarda istatistiksel olarak bir fark bulunmamaistir (p>0.05).

S50 uM H202 wuygulamasi ardindan 2 saatlik inkUtbasyon
sonrasinda elde dilen degerler kiyaslandiginda; 1. seans sonrasindaki
hasar 5. seansa gore istatistiksel olarak fazla goézlenmistir (p<0.05,

one-way ANOVA).

5 hastaya ait degerler toplu olarak Cizelge 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13. 5 hastaya ait tedaviye baslamadan o6nce ve ilk seans
sonrasinda ve tedavinin ortasina denk gelen 5. seans Oncesinde ve
seans sonrasinda alinan 6rneklere 50 uM H2O2 uygulamasi ve 2 saatlik
inkubasyon ile elde edilen komet testi sonuclar1 ve bu 5 hastaya ait
sonuclarin ortalamasi. Tedavi 6ncesi degerle kiyaslandiginda, 50 uM
H>O, wuygulamas: ile DNA hasar1 istatistiksel olarak yuksek
bulunmustur (p<0.05). 5. seans sonrasinda alinan o6rneklere 50 uM
H>O, uygulanip 2 saatlik inktibasyondan sonra elde edilen degerler
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tedavi 6ncesi degerle istatistiksel olarak fakli degildir (p>0.05, one-way

ANOVA).
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Sekil 3.13. Devam 5 hastaya ait tedaviye baslamadan 6énce ve ilk seans
sonrasinda ve tedavinin ortasina denk gelen 5. seans Oncesinde ve
seans sonrasinda alinan 6rneklere 50 uM H2O> uygulamasi ve 2 saatlik
inkubasyon ile elde edilen komet testi sonuclar1 ve bu 5 hastaya ait
sonuclarin ortalamasi. Tedavi 6ncesi degerle kiyaslandiginda, 50 uM
H>O2 wuygulamas: ile DNA hasarn istatistiksel olarak yuksek
bulunmustur (p<0.05). 5. seans sonrasinda alinan 6rneklere 50 uM
H2O2 uygulanip 2 saatlik inktGibasyondan sonra elde edilen degerler
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Sekil 3.13. Devam 5 hastaya ait tedaviye baslamadan 6nce ve ilk seans
sonrasinda ve tedavinin ortasina denk gelen 5. seans Oncesinde ve
seans sonrasinda alinan 6rneklere 50 uM H2O> uygulamasi ve 2 saatlik
inkubasyon ile elde edilen komet testi sonuclar1 ve bu 5 hastaya ait
sonuclarin ortalamasi. Tedavi oncesi degerle kiyaslandiginda, 50 uM
H>O, wuygulamas: ile DNA hasar1 istatistiksel olarak yuksek
bulunmustur (p<0.05). 5. seans sonrasinda alinan Orneklere 50 uM
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H2O2 uygulanip 2 saatlik inktGibasyondan sonra elde edilen degerler
tedavi 6ncesi degerle istatistiksel olarak fakli degildir (p>0.05, one-way
ANOVA).
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Cizelge 3.5. 5 hastaya ait ilk seans 6ncesi ve sonrasi, 5. seans 6ncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde uygulanan ve bu
orneklerin H,O»'ye maruz birakilmasi ile komet testi uygulanarak elde edilen arbitrary units (AU) degerleri.

Hastalarin 1. seanstaki durumlari Hastalarin 5. seanstaki durumlari
116 LTS 1.TS;Z(;uM 1.T:+2-5002uM 1.Ts+5;(.);|\:tHzoz 518 5TS 5.TS;-2(;uM 5.T5+50uM H202 5.TS+52(.);I\a/ItH202
1 7 33* 109* 122%* 47* 8 7 23* 20* 11
2 9 34* 118* 133* 49* 8 10 20* 22% 10
3 9 36* 121* 140* 50* 9 8 21* 25% 12
4 14 38* 114* 122%* 43* 14 13 24* 25* 20
5 9 36* 117* 133* 42%* 9 10 22% 23* 16
Oort. 9,6 354* 115,8* 130* 46,2* 9,6 9,6 22* 23* 13,8

(* p<0.05, one-way ANOVA)
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3.3. Sitokinezi Bloke Edilmis Mikrocekirdek (CBMN) Testi
Kullanilarak Elde Edilen Sonuclar

3.3.1. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan MMC (Mitomisin-C) ile
Elde Edilen CBMN Testi Sonuclar

Bolum 2.2.7’de anlatildigi sekilde lenfosit hiicrelerine pozitif kontrol
olarak 10, 20, 40 ve 60 ng/ml MMC uygulanarak CBMN testi ile
analiz edildi. Elde edilen sonuclar, NDI degerleri de hesaplanarak
Cizelge 3.6 ve Sekil 3.14’de gosterilmistir. MMC’nin uygulanan tim
konsantrasyonlarindaki BNMN sayilari, kontrolle kiyaslandiginda

istatistiksel olarak yuksektir (p<0.05, t-test).

Cizelge 3.6. Lenfositlere pozitif kontrol olarak uygulanan 10, 20, 40
ve 60 ng/ml MMC ile elde edilen mikrogekirdek sayilar1 ve NDI
degerleri.

BNMN NDI
Kontrol 4,5 1,7676
MMC 10 ng/mL 10* 1,736
MMC 20 ng/mL 14* 1,678
MMC 40 ng/mL 20* 1,648
MMC 60 ng/mL 36* 1,61

p<0.05, t-test
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Sekil 3.14. Lenfositlere pozitif kontrol olarak uygulanan 10, 20, 40 ve
60 ng/ml MMC ile elde edilen mikrocekirdek sayilar1 ve NDI degerleri.

Kontrolle

kiyaslandiginda

MMC’nin

uygulanan

tim

konsantrasyonlarindaki BNMN sayilar1 istatistiksel olarak fazladir
(p<0.05). NDI degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark yoktur

(p>0.05, t-test).
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3.3.2. HBOT’den Once ve Ilk Seanstan Sonra Alinan Orneklere
Ait Sitokinezi Bloke Edilmis Mikrocekirdek Testi Sonuclar:1

HBO tedavisi goren 100 hastadan 90’nina, tedaviye baslamadan
hemen o6nce ve ilk tedavi seansindan sonra alinan kan 6rneklerinde
uygulanan CBMN testi sonuclarina ait ortalama BNMN ve NDI
degerleri Sekil 3.15’de gosterilmistir. 90 hastaya ait BNMN ve NDI
degerleri, ortalama degerler ve standart sapma degerleri Cizelge

3.7’de gosterilmistir.

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi alinan O6rneklerdeki BNMN
sayilar1 karsilastinldiginda TS 6rneklerindeki BNMN sayilari, TO
orneklerindeki BNMN sayilarina goére istatistiksel olarak yuksektir
(p>0.05). TO ve TS 6rneklerinin NDI degerleri arasinda istatistiksel
olarak bir fark yoktur (p>0.05, t-test).
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Cizelge 3.7. 90 hastaya ait MN ve NDI degerleri, ortalama degerler ve
standart sapma degerleri.

BNMN TO TS NDI  TO TS BNMN TO TS NDI  TO TS
3 3 1,75 171 47 4 5 1,806 1,824
5 6 1,63 1,664 48 5 4 1,836 1,822
3 4 1,4 1,808 49 4 6 1,744 1,782
4 3 1,74 1,706 50 2 5 1,804 1,792
5 4 1,69 1,766 51 3 5 1,782 1,762
4 5 1,72 1,67 52 3 3 1,796 1,76
4 4 1,78 1,744 53 4 3 1,692 1,732
3 4 1,69 1,426 54 4 6 1,732 1,746
4 3 1,75 1,738 55 5 6 1,832 1,82
4 3 1,69 1,684 56 5 5 1,768 1,896
5 4 1,75 1,752 57 6 6 1,758 1,782
4 4 1,71 1,724 58 5 7 1,76 1,788
4 4 1,74 1,702 59 3 6 1,836 1,838
4 4 1,78 1,762 60 5 5 1,81 1,812
3 3 1,7 1,698 61 4 5 1,826 1,792
4 5 1,77 1,732 62 3 5 1,762 1,766
5 5 1,77 1,748 63 4 4 1,826 1,802
4 6 1,8 1,774 64 5 4 1,856 1,766
5 7 1,78 1,732 65 3 5 1,82 1,822
4 4 1,72 1,836 66 7 7 1,752 1,788
4 5 1,77 1,748 67 5 6 1,838 1,828
5 4 184 1,79 68 5 5 1,864 1,854
6 4 1,87 1,852 69 4 5 183 1,832
5 5 1,8 1,818 70 3 6 1,796 1,812
6 7 1,7 1,722 71 5 6 1,782 1,786
5 5 1,8 1,788 72 5 4 1,728 1,78
6 5 1,75 1,772 73 4 4 1,756 1,792
5 7 1,78 1,742 74 5 7 1,76 1,75
4 7 1,74 1,772 75 6 8 1,77 1,78
7 6 186 1,83 76 5 4 1,812 1,816
6 5 182 1,826 77 5 5 1,776 1,776
4 5 1,78 1,806 78 5 7 1,754 1,794
6 6 1,74 1,79 79 4 6 1,742 1,756
4 6 1,81 1,796 80 5 3 1,782 1,764
4 4 1,77 1,808 81 3 4 1,736 1,746
2 6 1,75 1,812 82 5 6 1,76 1,764
5 5 1,75 1,786 83 5 4 1,746 1,84
4 6 1,76 1,766 84 5 5 1,826 1,764
6 5 1,74 1,768 85 3 4 1,744 1,75
5 7 1,73 1,808 86 4 4 1,828 1,822
6 4 1,86 1,83 87 5 5 1,786 1,784
7 6 1,7 1,734 88 5 4 1,72 1,812
6 6 1,72 1,766 89 3 5 1,696 1,764
4 6 1,86 1,846 90 5 5 1,796 1,858
5 5 1,81 1,796 Std.sapma 11 1.2 0,0732 0,069
4 3 1,82 1,848 Ort. 46 49 1,7534 1,7608
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Tedavi Oncesi [TO) Tedavi Sonras [T5)

Sekil 3.15. HBO tedavisi géren 90 hastaya ait tedaviye baslamadan
hemen énce (TO) ve ilk tedavi seansindan sonra (TS) alinan kan
orneklerinde uygulanan CBMN testi sonuclarina ait ortalama MN ve
NDI degerleri (p<0.05, t-test).
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3.4. Komet Testi ile Gozlenen DNA Hasarinin Fluoresan

Mikroskop Altindaki Goriintiileri

Komet testi uygulanarak elde edilen hasarsiz (0), az hasarli (1), orta

hasarli (2), hasarli (3) ve c¢cok hasarli (4) hucrelere ait fluoresan

mikroskop altindaki gértunttler Sekil 3.16’da verilmistir.

Sekil 3.16. Fluoresan mikroskop altindaki hasarsiz (0) (mikroskop
buyltmesi: 40x0.65), az hasarli (1) (mikroskop buyutmesi: 10x0.25),
orta hasarl (2) (mikroskop btytitmesi: 40x0.65), hasarl (3) (mikroskop
buytutmesi: 40x0.65) ve cok hasali (4) (mikroskop bliylitmesi: 40x0.65)
DNA’ya ait komet gértinttleri.
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Sekil 3.16. Devam Fluoresan mikroskop altindaki hasarsiz (0)
(mikroskop buyultmesi: 40x0.65), az hasarl (1) (mikroskop blyUttmesi:
10x0.25), orta hasarli (2) (mikroskop buyttmesi: 40x0.65), hasarl (3)
(mikroskop buyUttmesi: 40x0.65) ve c¢ok hasali (4) (mikroskop
buyttmesi: 40x0.65) DNA’ya ait komet gértinttleri.
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3.5. CBMN Testi Ile Gozlenen BNMN’lerin Isik Mikroskobu

Altindaki Goriintiileri

CBMN yonteminde  degerlendirmeye alinan ve  alinmayan

mikrocekirdek goértintilerine ait 6rnekler Sekil 3.17’de gbsterilmistir.

Sekil 3.17. CBMN yo6ntemiyle degerlendirmeye alinan ve alinmayan
cekirdeklerin ve mikrocekirdeklerin mikroskop goérintuileri (20x0.40
mikroskop buyutmesi ile).

I. Tek cekirdekli ve cift cekirdekli htlicrelerde mikrocekirdekleri
gostermektedir (mikrocekirdekler oklarla gosterilmistir). Yalnizca cift
hticreli ¢cekirdeklerdeki mikrogekirdekler degerlendirmeye alinmigtir.

II: NDI hesaplamasinda kullanilan bir, iki, ¢ ve dort cekirdekli
hicreleri gostermektedir.
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4. TARTISMA

Diuinya’da bugiine kadar HBOT’nin olusturdugu genotoksik etkiler ile
ilgili olarak pek cok calisma bulunmasina ragmen, HBOTmne giren
gercek hastalarda (tezimizde yapilmis olan calisma kadar detayli) bir
calisma bulunmamaktadir. Rothfuss ve ark.nmin (1998) 14 saglikh
gonullide yaptign benzer bir calisma disinda insanlarda yapilmisg
baska bir calismaya rastlanamamistir. Dunya’da bu konudaki
calismalarin  6ncultigini Alman bilim adami Gunter Speit
yurtitmektedir. Ancak Glinter Speit ve ekibinin ¢calismalarindaki amaci
HBOT esnasinda olusan genotoksik etkilerin mutasyona neden olup
olmadigin1 saptamak ve tedavi esnasinda olusan adaptif cevabin
mekanizmasini tespit etmektir. Bu amac¢ dogrultusunda da genelde
hicre kulturlerinde calismalarini yuridtmektedirler. Halbuki bizim

tezimizin temel amaclari;

» HBOTne giren gercek hastalarda olusan DNA hasarini gérmek,

» Deneysel huicre kultiri ve saglkli bireylerde meydana gelen

adaptif cevabin gercek hastalarda da olusup olusmadigini gérmek,

» HBOT esnasinda artan oksidatif DNA hasarinin tedavi sonrasinda

zamana bagh olarak onarilip onarilmadigini tespit etmektir.

Bilindigi gibi pek c¢ok farkli hastalik nedeni ile HBOT
uygulanabilmektedir. Bu hastaliklarin durumu ve siddetine goére de
olusabilecek DNA hasar farklilik goésterebilecektir. Bu nedenle hticre
kulturlerinde elde edilen cevaplarin gercek hastalarda da gozlenip
gozlenemeyecegi sorusunun cevaplanmasi gerekmektedir. Tezimizin

sonuclar1 bu alandaki boslugu dolduracaktir.



100

Tez calismamizda, komet testinde pozitif kontrol olarak H>Oo
kullanilmistir. Calismamizda yapilan tim komet uygulamalari ve fpg
proteini ile kombinasyonlar pozitif kontrol olarak kullanilan H202 (50
ve 100 uM) ile paralel yurutilmustiur. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi,
uygulanan H202 konsantrasyonlari icin DNA hasarlar1 kontrole gore

anlaml bir artis géstermistir.

Tez calismamizda, mikrocekirdek testinde pozitif kontrol olarak
mitomisin-C (MMC) kullanilmistir. Calismamizda yapilan tim
mikrocekirdek uygulamalar: pozitif kontrol olarak kullanilan MMC (10,
20, 40 ve 60 ng/ml) ile paralel yuratalmustar. Sekil 3.14de
gosterildigi gibi, uygulanan her MMC konsantrasyonu icin BNMN

sayilar1 kontrole gore anlamli bir artis géstermistir.

Calismamizda her hasta ayni zamanda kendi kontrol grubunu
olusturmaktadir. Her hastanin HBOT o6éncesinde tespit edilen DNA
hasari, tedavi sonrasinda artan DNA hasari icin “kontrol” olarak

kullanilmistir.

Bu tez calismasinda hiperbarik oksijen tedavisinin lenfositler
Uzerinde olusturdugu genotoksik etkiler ve bu etkilere karsi
lenfositlerde goézlenen cevaplar arastirilmistir. Elde edilen sonuclarin
daha anlasilir bir bicimde degerlendirilebilmesi icin tez calismamizin

sonuclar1 6 ana baslik altinda incelenmistir;

1. HBOT’ne giren 100 hastadaki tedavi éncesi (TO) ve tedavi sonrast
(TS) gézlenen DNA hasarlart

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisine giren 100 hastada tedavi 6éncesi ve
tedavinin hemen sonrasinda alinan kan Orneklerinde DNA hasarini

O6lcmek amaciyla komet testi uygulanmistir.



101

Sekil 3.3’de goéruldigu gibi HBO tedavisinden hemen sonra alinan
orneklerde goézlenen DNA hasari, kontrol olarak kullandigimiz tedavi
Oncesi alinan Orneklere gore artmistir. Elde ettigimiz sonuclar daha
onceki calismalar ile uyumludur (Dennog ve ark., 1996, Speit ve ark.,
1998, Rothfuss ve ark., 1999, Rothfuss ve ark., 2000, Speit ve ark.,
2002, Speit ve ark., 2004b).

2. HBOT’ne giren hastalarda 8-oksoguanin olusumuna bagl olarak

olusan DNA hasart

HBOTmne giren 100 hastada tedavi o6ncesi ve tedavinin hemen
sonrasinda alinan kan Orneklerinde oksidatif DNA hasarini (8-
oksoguanin) tespit etmek amaciyla “fpg-komet testi” kombinasyonu

uygulanmistir.

Tezimizde uygulamis oldugumuz Komet testinde pH>13’tir (alkali
komet). Komet testi bu haliyle DNA cift zincir kiriklarini (DSB), DNA
tek zincir kiriklarini (SSB) ve Alkali oynak bolgeleri (ALS) tespit

edebilmekte ve miimklin olan en yiksek hassasiyete ulasmaktadir.

Fpg, Escherichia coli’'den elde edilen bir DNA onarim enzimidir.
7,8-dihidro-8-oksoguanin (8-oksoguanin), 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidin (Fapy-Gua), 4,6-diamino-5-formamido-pirimidin
(Fapy-Ade) daha az oranda 7,8-dihidro-8-oksoadenin (8-oksoadenin) ve
apurinik/apirimidinik boélgeleri (AP-bdlgeler) taniyabilmekte ve bunlarn
DNA zincir kiriklarina dénustirebilmektedir (Tchou ve ark., 1994).
Gorulduga gibi Fpg protein oksidatif DNA hasarinin gostergesi olan 8-
oksoguanin icin spesifik bir onarim enzimi degildir. Ancak oksidatif
DNA hasarinin gosterilmesinde en sik kullanilan enzimlerden biridir.
Ozellikle oksidatif hasar olusturdugu bilinen maruziyetlerde

kullanildiginda cok yuksek oranda 8-oksoguanin olusumunu tespit
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edebilmektedir. Clunku oksidatif hasar olusturan kimyasal madde
maruziyetinde DNA’da olusan 8-oksoguanin miktari olusan Fapy-Gua,
Fapy-Ade ve AP-bolgelere gore kiyaslanmayacak derecede yuksektir.
Bu nedenle bizim projemizde Komet testinin fpg proteini ile kombine
olarak kullanilmasi ¢cok buiytik oranda HBOT esnasinda olusmus olan

8-oksoguanin varligina (oksidatif DNA hasarina) isaret edecektir.

Fpg proteini komet testi ile kombine edilerek uygulandiginda
gozlenen DNA hasar artmaktadir. Bolim 1.2.3’de bahsedildigi gibi,
fpg proteini oksidatif DNA baz hasarini, 6zellikle 8-oksoguanini tayin
eden bir endonuikleazdir (Albertini ve ark., 2000, Tice ve ark., 2000)
ve komet testinin hassasiyetini ve spesifikligini artirmak amaciyla bu
protein kullanilir (Speit ve ark., 2004a). Fpg proteini aslinda
DNA’daki kesip-cikarma onariminda rol alan bir enzimdir (Tchou ve
Grollman, 1995, Croteau ve Bohr, 1997). Fakat komet testi in-vitro
kosullarda yapilirken fpg proteini kullanimi ile 8-oksoguanin, zincir
kiriklarina déntsturidliur. Boylece olusan kiriklar komet testi ile

gozlenebilir hale gelir.

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de goruldiga gibi, cesitli hastaliklar
sebebiyle HBO tedavisine giren 100 hastada g6zlenen oksidatif DNA

hasarlan karsilastirildiginda;

» “Komet testi” ve “komet testi + fpg protein” uygulamalan
sonrasinda gézlenen DNA hasarlarinin, HBOT’den énce (TO) kan

numunesi alinan hastalarda farkli olmadig1 gériilmektedir.

» Ancak “komet testi” ve “komet testi + fpg protein” uygulamalar:
sonrasinda goézlenen DNA hasarlarinin, tedavi sonrasindaki (TS)

hastalarda farkli oldugu ve fpg proteini ilavesi ile yapilan komet
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testindeki DNA hasarinin anlamli bir sekilde (p<0.05, One way
ANOVA) daha yuksek oldugu goértlmektedir.

Bu fark HBOT esnasinda DNA da cift ve tek zincir kirilmalar1 ve
alkali oynak bdlgelerin olusmasinin yaninda 8-oksoguanin (oksidatif
DNA hasari) olusumunu da géstermektedir. Bu sonuclar daha 6nce
hiicre kultirtiinde yapilmis olan calismalar ile uyumludur (Dennog ve

ark., 1996, Speit ve ark., 1998).

3. HBOT’ne giren hastalarda tedavi sonrasinda olusan DNA

hasarinin in-vitro onarimi

HBOT sonrasinda olusan DNA hasarinin onarilip onarilmadiginin
veya onariliyor ise ne kadar zamanda onarildiginin gdsterilmesinde
yine zamana karsi komet testi sonuclar1 kullanilmistir. Bu amacla
tedavi sonrasinda hastalardan alinan kan numunelerinden lenfositler
izole edildikten sonra 37°C’de inklibasyona tabi tutulmuslar ve O.,
15., 30., 60., ve 120. dakikalarda bu lenfositlerden 6rnekler alinarak

komet testi uygulanmistir.

Sekil 3.3’de gosterildigi gibi, tedavi sonrasinda ilk calisilan
ornekte (0. dak.) DNA hasar1 en yuksek seviyede iken, inkiibasyon
stresince DNA hasar1 giderek azalmakta ve 120. dakikada pek cok

hasta grubunda tekrar tedavi éncesi (TO) degere ulasmaktadir.

Calismamiza katilan 100 hasta; cinsiyet, kahve icme aliskanligi,
sigara icme aliskanligi, yas durumlari, bu tedaviye girmelerine neden
olan hastalik durumlar1 ve réntgen cektirme durumlar géz 6ntne

alinarak ayri ayri gruplandirilip karsilastirildiginda; HBOT esnasinda
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olusan DNA hasarinin in-vitro inktibasyonun 120. dakikasinda tedavi
Oncesindeki seviyesine dondugui goézlendi. Ancak hastalar
cinsiyetlerine gore ayrildiginda erkeklerde tedavi sonrasinda artan
DNA hasarinin 120 dakikalik in-vitro inkUbasyon sonrasinda
istatistiksel olarak tedavi o6ncesindeki degere dénmedigi gdrildu.
Ancak erkek hastalardan elde edilen tedavi sonrasi ortalama DNA
hasarinin da 120 dakikalik in-vitro inktiibasyon esnasinda anlaml
Olciide azaldigi ve tedavi 6ncesindeki degere cok yaklasmis oldugu
soylenebilir (Sekil 3.5). Istatistiksel karsilastirmada da anlamliligin
tam sinir seviyede, yani anlamli olma ile anlamli olmama arasinda

sinir bir degerde oldugu goéruldu.

Tum hasta gruplarinda elde edilen sonuclar degerlendirildiginde,
ilk uygulanan HBO seansi sonrasinda artan DNA hasarinin DNA
onarimina bagl olarak zamanla azaldigi, in-vitro kosullarda iki saat
icinde tekrar baslangic seviyesine dondugi anlasilmaktadir. Erkek
hastalarda da tedavi sonrasinda olusan DNA hasarinin rélatif olarak
baslangictaki seviyesine déndigint séylemek mumkundur (Sekil 3.3
ve Sekil 3.5).

4. On seanslik HBOT’ne giren 5 hastada, 1. ve 5. seanslarda

gbzlenen DNA hasarlar

On seanslik HBOTne giren 5 hastada 1. ve 5. seanslardaki
tedavi oOncesinde ve tedavi sonrasinda gozlenen DNA hasarlarn
karsilastirildi. Ancak hastalardan ardi ardina alinan numuneleri
kabul edilebilir bir stre zarfinda laboratuara ulastirabilme
konusundaki zorluklar ve GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve
Hiperbarik Tip Anabilim Dali’'nin hasta kabulu esnasinda uyguladigi
proseduir (aynt1 HBO seansinda, tedavilerinin farkli seansinda olan

hastalarin ayni anda bulunabilmesi) bu asamada cok sayida hasta
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kullanabilmemizi engelleyen en 6nemli problemleri olusturdu. Bu

nedenle bu asamada 5 hasta ile calisilabildi.

Daha o6nce yapilmis olan hucre kultirt testleri ve gonullu
saglikli bireylerdeki sonuclar oksidatif DNA hasarinin ilk HBO
maruziyeti sonrasinda olustugu ancak sonrasindaki maruziyetlerde
oksidatif DNA hasarinin olusmadigi bildirilmistir. Bu sonuc¢ ilk HBO
maruziyeti sonrasinda gelisen adaptif cevaba baglanmistir (Rothfuss
ve ark., 1998, Speit ve ark., 2000, Rothfuss ve ark., 2001, Speit ve
ark., 2004, Li ve ark., 2007).

Bu tezde, hastaliklar: nedeni ile HBOTne giren gercek hastalarda
da deneysel olarak go6zlenen adaptif cevabin olusup olusmadigi

arastirilmistir.

On seanslik HBOTne giren 5 hastada 1. ve 5. seanslarda HBO
uygulamasindan 6nce ve sonra tespit edilen oksidatif DNA hasarlari
(her hasta kendi icinde olmak Ulzere) karsilastirilmistir (Sekil 3.12). Her

hasta tek tek incelendiginde;

>» Tum hastalarda ilk HBO seansi sonrasinda oksidatif DNA

hasarinin maksimum seviyeye ulastigi,

» 5. seansta HBO uygulamadan 6nce (tedavi 6ncesinde), ilk seansta
olusmus olan DNA hasarinin tamamen onarilmis ve istatistiksel
olarak (p>0.05, one-way, ANOVA) tedavi 6ncesindeki seviyesine

inmis oldugu,

»  Ancak 5. seansta HBO uygulamasindan sonra (tedavi sonrasinda)

oksidatif DNA hasarinda bir artis olmadigt ve tedaviye
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baslamadan oncesindeki seviyeden istatistiksel olarak (p>0.05,

one-way, ANOVA) farkli olmadigi géruldu.

Tespit etmis oldugumuz bu sonuclar deneysel kosullarda
gosterilmis olan adaptif cevabin HBOTne giren gercek hastalarda da
olustugunu gostermektedir. HBOTmne giren hastalarin ilk seansi
atlattiktan sonra girdikleri diger seanslarda olusan “adaptif cevap”

nedeni ile oksidatif DNA hasari olusmamaktadir.

5. On seanslik HBOT’ne giren 5 hastada, 1. ve 5. seanslarda

gozlenen DNA hasarlarinin H202 ile indtiklenebilirligi

On seanslik HBOT’me giren S5 hastada, 5. seans sonrasinda HBO
uygulamasina karsi1 gelisen adaptif cevabin, in-vitro kosullarda H2O»

maruziyetine karsi da koruyucu olup olamayacag: arastirilmistir.

Sekil 3.13’de goruldugi gibi 1. ve 5. seanslarda tedavi 6ncesi ve
sonrasinda alinan 6rnekler in-vitro kosullarda 50 uM H2O2’e maruz

birakilmislardir. Elde etmis oldugumuz sonuclara gore;

» 1. seansta tedavi oOncesi ve sonrasinda alinan numunelere
uygulanmis olan 50 uM H20O2, oksidatif DNA hasarini hem tedavi
oncesinde hem sonrasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,

one-way, ANOVA) bir sekilde arttirmistir.

» 5. seansta tedavi Oncesi ve sonrasinda alinan numunelere
uygulanmis olan 50 uM H202, oksidatif DNA hasarini hem tedavi
o6ncesinde hem de sonrasinda istatistiksel olarak anlaml (p>0.05,
one-way, ANOVA) bir sekilde arttirmadigi gértlmustir. Diger bir

deyisle istatistiksel olarak 5. seans Oncesi ve sonrasinda olusan
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oksidatif DNA hasari, bu numunelerin in-vitro kosullarda 50 uM

H202’e maruz birakilmalarindan sonra olusan DNA hasarindan

farkli degildir.

Bu sonuclar olusan adaptif cevabin ekzojen maddelere karsi da
koruyucu olabildigini gdstermektedir. Ayrica bu koruyuculugun in-
vitro kosullarda da goézleniyor olmas:i olusan adaptif cevabin sistemik
degil htucresel duzeyde olustugunu gostermektedir. Elde etmis
oldugumuz bu sonuclar daha 6énce yapilan deneysel calisma sonuclar
ile uyum goéstermektedir (Rothfuss ve ark., 1998, Speit ve ark., 2000,
Chen ve ark., 2005, Li ve ark., 2007, Groger ve ark., 2009).

6. HBO maruziyetinin klastojenik etkilerinin olup olmadiginin

arastirilmast

HBO maruziyetinin klastojenik bir etkisinin olup olmadig1 “sitokinezi
bloke edilmis mikrocekirdek testi (CBMN)” ile tespit edildi. CBMN testi,
kan numunelerinin GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip
Anabilim Dali'ndan laboratuarimiza belli bir stre ve kosullarda
getirilebilmesi konusunda yasanan zorluklar nedeni ile 90 hastada

gerceklestirilebildi.

Calismamizda CBMN testi, HBOT'ne giren hastalardan 1. seans
Oncesi ve sonrasinda alinan kan numunelerine uygulandi. Elde etmis
oldugumuz sonuclara gore ciftcekirdekli huicrelerdeki mikrocekirdek
(binucleated micronucleus, BNMN) sayis1 HBO’e maruz kalan
hastalarda, kalmayanlara goére yuksek bulunmus ve bu farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gértulmustur (Sekil 3.15).
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HBOTme giren hastalarda BNMN seviyesinin girmeyenlere goére
artmis olmasi, HBO maruziyetinin klastojenik etkisi olabilecegini

gostermektedir.

Alt1 ana baslik altinda 6zetlenmis olan projemizden elde edilen
sonuclar ve bu konuda Dunya’da yapilmis diger calismalar gdz 6niine
alindiginda asagida siralamis oldugumuz sonuc¢ degerlendirmeleri

yapilabilir;

a. Tezimizde uygulamis oldugumuz “komet testi + fpg protein”
kombinasyonu, HBOT uygulanan hastalarda 8-oksoguanin (oksidatif
DNA hasarinin) miktarinin arttigini géstermektedir. Bu gtine kadarki
temel bilgilere goére 8-oksoguanin in promutajen oldugu ve G&TA
transversiyon mutasyonuna sebep oldugu bilinmektedir (Rothfuss ve
ark., 2000). Ancak son yillardaki calismalar 8-oksoguaninin
promutajen oldugu ve nokta mutasyonuna neden oldugu ciddi sekilde
sorgulanmaktadir. Pek c¢ok kanser turtside filkta
mutasyonunun 06zellikle p53 ve ras genlerinde tespit edildigi gercegine
karsilik son yillardaki calismalar GC—TA nokta mutasyonunun sadece
oksidatif stres sonucunda olusan reaktif oksijen Urtnlerinden
olusmadigini dusundurmektedir. Bu tip imza niteligindeki nokta
mutasyonlar1 ayni1 zamanda baska kimyasal madde maruziyetleri veya
replikasyon hatalarindan da kaynaklanabilmektedir (Rothfuss ve ark.,
2000). Yapilan calismalar reaktif oksijen Uirtinlerinin sebep oldugu 8-
oksoguaninin (oksidatif DNA hasari) nokta mutasyonuna sebep
olmadan hizli bir sekilde onarilabildigini géstermektedir. Bizim yapmis
oldugumuz calisma da olusan oksidatif hasarin hizla onarildigini

desteklemektedir.

b. HBO maruziyeti sonucunda olusan 8-oksoguanin in hizla onarildig:

komet testi ile gosterilmis olsa da komet testi hasarin dogru bir sekilde
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onarildigin1 gésteremez. Bu nedenle son yapilan calismalarda olusan
8-oksoguaninin mutasyona sebep olup olmadig1 hprt ve fare lenfoma
testleri ile test edilmistir. Son calismalarda HBO maruziyetine bagh
olarak V79 hucrelerinde yapilmis olan hprt testinde mutasyon tespit
edilmemistir. Dolayisiyla bu sonuc¢ 8-oksoguaninin bir promutajen
olmadigi ve nokta mutasyonuna sebep olmadigi goértstnu
desteklemektedir. HBO maruziyeti sonrasinda olas1 mutajenik etkiler
fare lenfoma testi vasitasi ile de incelenmistir. Fare lenfoma testindeki
mutajenik etki kticiik koloni mutantlarinin artmas: seklindedir ve bu
sonuc¢ makro seviyede genomik degisikliklerin oldugu, diger bir deyisle
mutajenik etkinin klastojenik mekanizmaya dayandigini
gostermektedir (Rothfuss ve ark., 2000). Bu sonu¢ HBO maruziyetinin
klastojenik etkili oldugunu desteklemektedir. Bizim yapmais oldugumuz
calismada da HBO’e maruz kalmis hastalardaki BNMN sayisinin
HBO’e maruz kalmayan hastalardan daha yuksek oldugu
gorulmektedir. Dolayisiyla bizim calismamizin sonucglari da fare

lenfoma testi sonuclarini desteklemektedir.

c. HBOT icin basvuran hastalarda ilk HBO maruziyetinden sonra
“adaptif cevap” gelistigi ve bu cevabin ikinci ve sonraki HBO
maruziyetlerinde koruyucu oldugu ve buna bagli olarak DNA hasarinin
gozlenmedigi calismamizda tespit edilmistir. Ayrica olusan bu adaptif
cevabin in-vitro kosullarda uygulanan H202 maruziyetine karsi da
olustugu gozlenmistir. Yapilan calismalar HBO maruziyeti sonrasinda,
kanda oksidatif stresin kontroltinde rol oynayan enzimler olan SOD,
GPx ve CAT gibi enzimlerin ekspresyon seviyesinde artis olmadig:
gosterilmistir. Ayni1 sekilde HBO maruziyetine baglh olarak apurinik
endontkleaz (APE) ve Pol-p gibi DNA onan enzimlerinin protein

seviyelerinde artis olmadig1 yapilan calismalarda gdsterilmistir (Speit
ve ark., 2000). Butiin bu bilgiler HBO maruziyeti sonrasinda olusan

adaptif cevabin yukarida sayilan mekanizmalardan
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kaynaklanamayabilecegini gostermektedir. Son calismalar HBO
maruziyetine bagli olarak HO-1 proteininin ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (Speit ve ark., 2000, Rothfuss ve Speit, 2002, Li ve ark.,
2007). HO-1, Hem’in biliverdine oksidatif degradasyonunda hiz
kisitlayici basamag: katalizleyen bir proteindir. Bu esnada serbest
demir ve CO aciga cikmaktadir. Aciga cikan serbest demir ferritin
seklinde depolanir. Ferritin seviyesinin artmasina bagh olarak fenton
reaksiyonlarinda yer alabilecek redoks-aktif demir sinirlanmis ve
hidroksil radikalinin olusumu O6nlenmis olur. Serbest demir
miktarindaki artisin kisitlanmasi, lenfositlerin oksidatif DNA hasarina
karsi olusturdugu adaptif cevabi1 kismen aciklayabilir (Rothfuss ve
Speit, 2002, Li ve ark., 2007). CO’nun biyolojik roli tam olarak
aciklanmis olmasa da, hiperoksik akciger hasarinda CO’in koruyucu
etkileri oldugu bazi calismalarda gosterilmistir (Otterbein ve ark.,
1999, Otterbein ve ark., 2000). Ayrica olusan biliverdin, biliverdin
reduiktaz ile bilurubine déntsmektedir. Bilirubin in oldukca guclt bir
antioksidan oldugu bilinmektedir. Tim bu bulgulara ilave olarak HO-1
bulunmayan farelerde yapilan calismalarda HBO maruziyetinin adaptif
cevaba neden olmadigi gosterilmistir (Poss ve ark., 1997). Yine son
yapilan bir calismada lenfositler spesifik bir HO-1 inhibitéri olan
kalay-mesoporfirin’e (SnMP) maruz birakildiktan sonra HBO’e maruz
birakilmislardir. Ancak bu kosullarda yine adaptif cevabin olusmadig:
gorulmustiur (Rothfuss ve ark., 2001). Son calismalardan elde edilmis
olan bu bilgiler HBO maruziyetine bagh olarak olusan “adaptif
cevap’in  HO-1 ekspresyonunun artmasindan kaynaklandigini

gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizin sonuclari toplu halde incelendiginde;

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim
Dali'nda HBO tedavisi goren hastalardan aldigimiz kan lenfositlerinde
yaptigimiz komet testi sonuclarina gore; tedaviye baslamadan 6nceki
sonuclarla kiyaslandiginda, ilk tedavi seansi sonrasinda DNA
hasarinin arttign bulunmustur. Fakat bu hasarin yaklasik 2 saat
icerisinde onarildig1 gésterilmistir. Bu amacla ilk tedavi seans1 sonrasi
alinan o6rneklerimiz 2 saat boyunca inktbe edildikten sonra komet
testi ile bakildiginda, DNA onarimina bagh olarak DNA hasarinin
zamanla azaldigi, 2. saat sonunda tedavi 6ncesi kontrol degerine

ulastigi bulunmustur.

Daha o6nce yapilan calismalarin 1siginda ilk tedavi seansindan
sonra olusan bu hasarin tekrarlanan diger seanslarda gézlenmedigi,
adaptif cevap olusumuna bagli olarak hilicrede HBO’nun etkilerine
karsi bir koruma olustugu dusunutlmektedir. Bu amacla, tezimizde
HBO’nin 5. tedavi seansina giren hastalardan da kan 6rnekleri alarak
lenfositlerdeki hasar incelendiginde; 5. tedavi o6ncesi ve 5. tedavi
sonrasi degerlerin, HBO tedavisine baslamadan o6nceki kontrol

degerlerle istatistiksel olarak bir farki bulunmadigi gézlenmistir.

Ayrica oksidatif DNA hasarina neden oldugu bilinen H20O> ilk
tedavi seansi1 ve 5. tedavi seanst numunelerine in-vitro olarak
uygulandi. ik tedavi seansi énce ve sonrasi numunelerde H»O; ile
DNA hasari anlamli derecede artarken, 5. tedavi O6ncesi ve 5. tedavi

sonrasi numunelerde bu artis dusmektedir. Hatta 2 saatlik bir
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inkiibasyonla DNA onarimina bakildiginda, bu degerler ilk tedavi
oncesindeki degerlere ulasmaktadir. Bu bakimdan HBO tedavisinin
adaptif cevap gelisimine bagli olarak H20O2nin genotoksik etkilerine

karsi koruyucu oldugu soéylenebilir.

Alkali komet testinde ufak degisiklikler yaparak fpg proteini ile
birlikte uyguladigimizda, ilk tedavi seansi sonrasinda olusan DNA
hasarinin anlamli derecede arttigini goézledik. Bu da HBO’nin neden
oldugu oksidatif hasarin belirlenmesini saglamaktadir. Dolayisiyla,
hiperbarik oksijenin oksidatif DNA hasarina neden oldugu, o6zellikle
HBOT esnasinda olusmus olan 8-oksoguanin varligina isaret ettigi

sonucu cikarilabilir.

GATA Deniz ve Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim
Dali'nda HBO tedavisi goren hastalardan aldigimiz kan lenfositlerinde
yaptigimiz CBMN testi sonuclari da komet testi sonuclarini
desteklemektedir; ilk tedavi seans1 sonrasindaki lenfositlerdeki BNMN
sayilar1 tedaviye baslamadan 6nceki lenfositlerdeki BNMN sayilarindan

istatistiksel olarak yuksektir.

Sonugc olarak yapmis oldugumuz calismanin sonucunda;

HBOT’e giren hastalarda ilk seans sonrasinda oksidatif DNA
hasarinin arttigi ancak sonraki seanslarda oksidatif DNA hasarinin
“adaptif cevap” nedeni ile olusmadigr gézlenmistir. HBO maruziyetine
bagli olarak ilk seans sonrasinda olusan DNA hasarinin yaklasik (in-
vitro kosullarda) 2 saat icinde onarildigl gézlenmistir. Ancak deneysel
calismalarda HBO maruziyetinin fare lenfoma testi sonuclarina gore
klastojenik olabilecegi gosterilmistir. Bizim calisma sonuclarimiza goére
de HBO’e maruz kalan hastalarda BNMN sayilar1 HBO’e maruz

kalmayan hastalara goére daha yuksek bulunmustur. Bu sonuclara
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gore uzun sureli HBOTne giren hastalar icin fayda — zarar dengesinin
g6z ardi edilmeden tedaviye devam edilmesi yerinde olacaktir. Diger
taraftan HBO maruziyetine bagli olarak meydana gelen DNA hasari
(kisa surede onariliyor olsa bile) HBOT nin istenmeyen bir yan etkisi
olarak dusunulmelidir. Bu nedenle DNA hasarinin olusumunun
mumkin oldugunca engellenebilmesi bu tedavinin daha guvenilir
olmasini saglayacaktir. Bu konuda bundan sonra yapilacak

calismalarin bu yénde olmasinin son derece faydali olacag: aciktir.

Yapilan calismalarda bu amacla hastalara antioksidan vitamin
verilmesi bu hasarin giderilmesine yonelik ilk uygulamadir. Ancak bu
uygulama tedavi esnasinda yapilmakta ve istenilen sonucu
vermemektedir. HBO uygulamasina baslamadan 6nce vitamin
verilmesi uygulamalar1 daha cok hayvan deneylerinden olusmaktadir.
Bu nedenle ileriki calismalarda, HBO tedavisine baslamadan 1 hafta
oncesinden hastalarin vitamin kullandirmalar: saglanarak, ilk seansta

meydana gelen DNA hasarindan korunmasi saglanabilir.

Bunun yaninda, uygulanmakta olan HBO tedavisinin ilk
seansinin suresi normalden daha kisa tutularak (20-30 dakika) DNA
hasarinin azalip azalmadig: tespit edilebilir. Boyle bir calisma ile DNA
hasarinin ilk seansta azaldigi go6zlenirse, HBO tedavisinin rutin

protokoliinde degisiklikler yapilabilir.

Butin bunlara ilave olarak, HBO tedavisine giren hastalarda GPX
ve MnSOD gibi antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki
polimorfizmler arastirilabilir. Bdéylece bu enzimlerle ilgili olarak
insanlarin farkli genetik yapilara sahip olmasinin, HBO’nin

olusturdugu DNA hasari tizerinde etkisinin olup olmadigi anlasilabilir.
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OZET

Hiperbarik Oksijen Tedavisinin (HBOT) Sebep Oldugu Genotoksik Etkilerin
Incelenmesi

HBOT gtiniimtizde pek cok farkli alanda uygulama alani bulabilen modern
bir tedavi yontemi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Son yillarda bu tedavi
yontemi ile ilgili olarak yapilan calismalar da artmaya baslamistir. En cok
lUzerinde durulan konulardan biri de HBOTnin sebep oldugu genotoksik
etkilerdir. Tezimizin amaci HBOT uygulandiktan sonra olusabilecek
genotoksik hasarin genotoksisite testleri kullanilarak degerlendirilmesidir.

Tez calismamizda HBOT’ne giren hastalardan ilk seans oncesinde ve
seans bitiminden hemen sonra alinan kan oOrneklerinde komet testi ve
sitokinezi bloke edilmis mikrocekirdek (CBMN) testi uygulanarak DNA
hasarina bakilmistir. Komet testi ve CBMN testi sonuclarina gore,
calistigimiz biitin hastalarda HBOTun ilk seansinin DNA hasarini anlaml
derecede arttirdig bulunmustur.

Ayrica tedavi sonrast numuneleri in-vitro inktibasyona birakilarak DNA
onarimina komet testi ile bakilmistir. Elde edilen sonuclara gore ilk tedavi
seanst sonrasinda gozlenen DNA hasari, zamanla onarilmakta, 2 saat
sonrasinda baslangictaki degerlere ulasmaktadir.

Fpg proteini ile birlikte komet testi uygulanarak HBO’nin neden
oldugu oksidatif DNA hasarina bakilmis, elde edilen sonuclara gore
HBO’nin o6zellikle 8-oksoguanin seviyelerinde artisa neden oldugu
bulunmustur.

HBOTnin ilerleyen seanslarindaki DNA hasarinin durumunu
degerlendirmek amaciyla HBOTne giren hastalardan tedaviye baslamadan
ve tedaviden hemen sonra alinan Ornekler disinda, bir grup hastada, 5.
seans Oncesi ve sonrasinda da kan 6rnegi alinmistir. Bu 6rnekler H>O ile
maruz birakilip, HBO’nin H»O, toksisitesine karsi1 koruyucu bir rol olup
olmadig1 arastirilmistir. Elde edilen sonuclara goére ilk seans sonrasinda
artan DNA hasari, 5. seans Oncesi ve sonrasinda gbzlenmemistir. Bu
durumda, HBOT'nin tekrarlanan seanslarinda adaptif cevap gelisimine bagl
olarak DNA hasar1 olusmadigi, ayrica bu tedavinin H>O2’nin genotoksik
etkilerine karsi koruyucu bir etkisi oldugu soylenebilir.

Anahtar Sozciikler: DNA hasari, genotoksisite, hiperbarik oksijen tedavisi,
komet testi, sitokinezi bloke edilmis mikrocekirdek testi.



115

SUMMARY

Investigation of the Genotoxic Effect of Hyperbaric Oxygen
Therapy (HBOT)

Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) is applied as a therapy for a wide variety
of diseases. However; in recent studies, it has been shown to induce
genotoxic effects. The aim of this study is to evaluate the possible genotoxic
effects of HBOT with genotoxicity tests.

In this study, comet assay and CBMN assay were performed in
lymphocytes prior to the first session of HBOT and immediately after the
first session of HBOT. According to the results of the assays; increased
DNA damage after the first session of HBOT was observed.

The combination of comet assay and fpg protein was also performed in
this study. According to the results; 8-oxoguanine levels were induced by
HBO treatment in lymphocytes.

To investigate the DNA damage, we performed the comet assay to a
group of the patients prior to the 5th session of HBOT and immediately after
the 5th session of HBOT. Furthermore, these samples exposed to HO; in-
vitro. The results showed that; DNA damage was not detected neither
before nor after the 5th session of HBOT. So, it can be concluded that; HBO
treatment of human subjects leads to the induction of an adaptive response
which protects blood cells against the induction of DNA damage by
repetitive HBO or in-vitro treatment with H,O.

Key Words: DNA damage, genotoxicity, hyperbaric oxygen therapy, comet
assay, cytokinesis-blocked micronucleus test.
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