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1. GIRIS

Sepsis en genel tanimiyla bakteri, mantar, virlis veya
protozoalar ile olusan siddetli enfeksiyona karsi vicutta gelisen sistemik
cevap (hastalik)’tir. Sepsise organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfuzyon
veya hipotansiyon eglik ediyorsa siddetli sepsis; hipotansiyon, sivi

takviyesine direngli ise septik sok olarak adlandirihr’.

Normal kosullarda, vicutta enfeksiyon etkenin ortadan
kaldiriimasi sirasinda ortaya ¢ikan (endotoksin) veya enfeksiyona neden
olan patojen tarafindan saliverilen toksinler (ekzotoksin) dolagsima
yayildiginda cesitli motif taniyici reseptorler tarafindan taninarak bagisikhk
sistemini harekete gecirir ve ¢cogu zaman inflamasyonla alakali klinik bir
belirti vermeden enfeksiyon kaynagini ortadan kaldirir. Bunun nedeni
zararli etkenin ortadan kaldirlmasinin  ardindan antiinflamatuvar

mekanizmalarin devreye girmesidir®>.

Siddetli enfeksiyon durumunda ise bagisiklik sisteminin asiri
uyarilmasi sonucu “sitokin firtinas1” olarak da adlandirilan asiri ve
kontrolsuz sitokin saliverilmesi durumu ortaya ¢ikar. Boylece vucut yaygin
bir sekilde uyarilir ve metabolik dengenin bozulmasi sonucu oksidatif
stres; koagulasyon yolaklarinin uyarilmasi sonucu mikrovaskuler
tikanikliklar; oksidatif stres, hipoperflizyon ve iskeminin ortak sonucu
olarak doku ve organ hasarlari meydana gelir. Yeterli muidahale

yapilamadiginda siire¢ coklu organ yetmezIigi, sok ve dlimle sonuglanir®*,

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, immunosupresif
tedaviler (kanser kemoterapisi, radyasyon tedavisi, transplantasyon
reddini engelleyen ilag kullanimi), yaniklar veya diger travmalar, intestinal

yaralar, invazif cihazlar veya girisimler, drenaj tlpleri, artmis yas (>65),

1



gen polimorfizmi, ko-morbiditeler (diyabet, konjestif kalp yetmezligi gibi
kronik hastaliklar, siroz, bobrek yetmezligi gibi cesitli organ fonksiyon

bozukluklarinin varligi) sepsiste risk faktorlerini olusturmaktadir®™".

Sepsis ve septik sok birgok  mikroorganizmadan
kaynaklanabilir. En yaygin saptanan patojenler gram-pozitif ve gram-
negatif bakteriler ile mantarlar, daha az siklikla ise riketsiya ve viriislerdir®.
Canli mikroorganizmanin yanisira mikroorganizmaya ait toksik hucre
bilesenleri veya ekzotoksinler de sepsiste rol alan gesitli mekanizmalari

uyarabilmektedir'?.

Erken teghis ve tedavi, siddetli sepsis ve septik soka bagl
mortalitenin azalmasinda oldukc¢a onemlidir'®. Mortaliteyi artiran faktorler
arasinda akut organ yetmezlikleri, dusuk arteriyel kan pH’s1 (<7.33), sok,
altta yatan diger hastaliklar, hipotermi, trombositopeni, ¢oklu enfeksiyon
kaynagi sayllabilir16. Steril inflamasyonda da benzer belirtiler gorilmesi
nedeniyle gereksiz antibiyotik kullanimindan kaginmak icin tedavi devam
ederken  diger yandan  enfeksiyonun  varhidinin  saptanmasi

gerekmektedir'’.

Gunumuzde sepsis ve septik sok tedavisinde pek ¢ok yeni
uygulamalar bulunmasina karsin hala septik sok mortalitesi yuksek
seviyelerdedir ve alternatif tedavi arayiglari stirmektedir. Ozon tedavisinin
septik sokta alternatif olabilecegine dair sadece birkag c¢alisma

bulunmaktadir.

Ozon tedavisi Uzerine yapilan temel calismalar sayesinde,
cok cesitli ve karmasik olan tedavi yontemleri gdozden gecirilmis ve dusuk
riskli yontemler gelistiriimisti. Ozonun etki mekanizmalarinin da

anlasiimasiyla gergek bir tedavi yontemi oldugunu kanitlamig, geleneksel
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tedavi ile tamamlayici yontemler arasindaki etkilesimde onemli bir role
sahip olmustur. Oksijen/ozon (O2/O3) gaz karigiminin hastadan alinan
kanla karnigtirihp tekrar ayni hastaya uygulanmasi veya basing altinda
infzyonu siklikla ve guvenle kullanilan uygulama sekilleri olarak tedavide
yerini almistir'®. Giiniimiizde ozon tedavisi 6zellikle diyabetik anjiyopati,
diyabetik ayak, kronik hepatit ve kronik intestinal hastaliklarda iyi ve

tekrarlanabilir sonuglar vermektedir'®.

Bu calismada sicanlarda Escherchia Coli endotoksini
kullanilarak endotoksik sok modeli olusturulmustur. Ardindan siganlara
antimikrobiyal, doku perflzyonunu artirici, biyolojik antioksidanlari aktive
edici etkisi bilinen ozonun Gg¢ farkli dozu (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg) uygulanmis
ve bozulmus olan fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri dizenleyici
etkisi olup olmadigi arastiriimistir. Bu amacgla kan basinci, kalp hizi,
plazma nitrik oksit ve asimetrik dimetil arjinin duzeyleri ile plazma total
antioksidan  kapasitesi  Olculmis ve kontrol grubu verileriyle

karsilastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis ve Septik Sok

Enfeksiyona karsi gelisen, sistemik  inflamasyon
belirtilerinden (artmis veya azalmig vicut sicakligi, artmis veya azalmig
I0kosit sayisi, tagikardi, hizli solunum) iki veya daha fazlasini igeren, sivi

takviyesine karsi direngli hipotansiyonla karakterize klinik bir durumdur®.

2.1.1 Sepsis ve Sepsisle lliskili Tanimlar

Sepsis terimi  Yunanca “gurutmek” anlamina gelen
sepsin'den tiremistir. Hastalikla ilgili ilk tanimlar M.O 2. ylzyilda “kiigiik
gorinmez yaratiklar’ olarak yapilmig, bulasicilik kavrami ortaya konulmus
ve hasta insanlar izole edilimeye c¢alisiimistir.  Pan-epidemik
enfeksiyonlardan korunma gabalarina ragmen bu hastalik tarih boyunca
milyonlarca insanin 6limune neden olmustur. Canli bakterilerle ilgili ilk
belgelenmis gobzlemler Leeuwenhoek tarafindan 1674’de, bakterilerin
morfolojik siniflandiriimasi ise 19. yuzyilin baginda yapilmistir. Ancak bu
donemlere kadar enfeksiyon hastaliklari ile sepsis etiyolojisi ve patogenezi

arasindaki baglanti hala belirsizligini korumaktaydi?'.

1863 vyilinda Pasteur tarafindan c¢urime olayindan
mikroorganizmalarin sorumlu oldugunu ortaya cikarmasi®?, 1892 yilinda
Pfeiffer tarafindan “endotoksin” kavraminin ortaya atilmasinin ardindan bu
alandaki gelismeler h|zlanm|§t|r23. Yirminci yuzyihn basinda sifilizi tedavi
etmek amaciyla anti-metabolit ilaglarin  kullaniimasi,  sulfonamit
antibiyotikler ve asilamanin  kesfi enfeksiyonlarin  tedavisi ve

enfeksiyondan korunma konusunda devrim niteliginde gelismeler



olmustur. Bu kesifler sonucu sepsisin eradike edildigi dusunulse de
hastalik modellerinin degisimi ve antibiyotik direnci nedeniyle sepsis, tibbi

uygulamalarin birgok alaninda zorlu bir sorun olmaya devam etmistir?’.

1991 yilinda, ACCP (American Collage of Chest Physicians)
ve SCCP (Society of Critical Care Medicine)'nin girisimleriyle sepsis ve
devaminda meydana gelen olaylarla ilgili tanimlar belirlenmistir. Bu
tanimlamalarin amaci; kavram kargasasini gidermek, hastaligin tanisini
erkenden koyarak bir an evvel terapotik mudahalelerde bulunmak,
arastirma protokollerini mimkdn oldugunca standardize etmek ve klinik
calismalardan elde edilen bilgilerin siniflandiriimasini ve uygulanmasini

1,20

kolaylastirmaktir Sepsisle iligkili durumlarin tanimlari tablo 1’de

verilmigtir.

2001  yilinda SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS tarafindan
dizenlenen konferansta, enfeksiyona karsi gelisen klinik cevabin daha iyi
tanimlanmasi amaciyla sepsiste gorulen belirti ve semptomlarin listesi
genigletilmigtir1’24. Sepsiste gorulen semptomlarin genisletiimis sekli tablo

2’'de verilmistir.



Tablo 1. Sepsisle iligkili tanimlar®®. PaCO,, Parsiyel karbondioksit basinci

Bakteriyemi:

Kanda canli bakterilerin bulunmasi.

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome): Sistemik

inflamatuvar yanit sendromu.

Cesitli siddetli travmalara karsi gelisen sistemik inflamatuvar cevap.

Bu cevap asagida belirtilen kriterlerden iki veya daha fazlasiyla karakterizedir.

- Vicut sicakhginin 38°C’den yuksek veya 36°C’den dusuk olmasi.

- Kalp hizinin dakikada 90 atimdan fazla olmasi.

- Solunum hizinin dakikada 20 nefesten fazla olmasi veya PaCQO,’nin 32
mmHg’dan dusik olmasi.

- Beyaz kan hicresi sayisinin 12.000 hicre/pL’den fazla veya 4.000
hicre/uL’den az olmasi veya %10< olgunlasmamis nétrofil varligi.

Bu fizyolojik degisikliklerin kemoterapi kaynakli nétropeni ve 16kopeni gibi

durumlar disinda, akut olarak ortaya ¢ikmasi gereklidir.

Sepsis:

Enfeksiyon varliginda olusan SIRS.

Siddetli Sepsis:

Organ fonksiyon bozuklugu, hipoperflizyon veya hipotansiyonu da igeren

sepsis tablosu. Hipoperflizyon ve perflizyon bozukluklari her zaman

olmamakla birlikte laktik asidoz, oligiri veya mental durumda akut degisimleri

icerebilir.

Septik Sok:

Uygun sivi takviyesine ragmen olusan ve perfizyon bozukluklarina neden olan

sepsis kaynakli hipotansiyon (sistolik kan basincinin <90 mmHg olmasi veya

240 mmHg'den daha fazla dusmesi). Perfuzyon bozukluklari her zaman

olmamakla birlikte laktik asidoz, oligtiri veya mental durumda akut degisimleri

icerebilir. inotropik veya vazopressor ilag kullanan hastalarda perfiizyon

bozuklugu dl¢uldiglinde hipotansiyon gortilmeyebilir.

MODS (Multiple Organ Dysfunction Syndrome): Coklu organ yetmezligi

sendromu.

Birden fazla organ fonksiyonunun akut olarak bozulmasi ve midahale olmadan

homeostazin saglanamamasi durumu.




Tablo 2. Sepsiste Tani Kriterleri®*.

Enfeksiyon®
Saptanmis veya siiphelenilen ve asagidakilerden bazilan®

Genel Parametreler:

- Ates (vlcut sicakhgl >38.3°C) veya hipotermi (vicut sicakhdi <36°C)

- Kalp hizi > 90 atim/dk veya yasa bagli normal degerin >2SD st

- Tasipne (>30 nefes/dk)

- Degismis mental durum

- Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatten fazla >20 ml/kg)

- Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukoz duzeyi >110mg/dL veya 7.7
mM/L)

Inflamatuvar Parametreler:

- Lokositoz ( beyaz kan hucresi sayisi >12.000/pL) veya I6kopeni (beyaz kan
hicresi sayisi<4.000/uL)

- Beyaz kan hicresi sayisi normal fakat >%10 olgunlasmamis formda

- Plazma C reaktif protein diizeyi normal degerin >2 SD Ustlinde

- Plazma prokalsitonin dizeyi normal degerin >2 SD ustunde

Hemodinamik Parametreler:

- Arteriyel hipotansiyon® (sistolik kan basinci <90 mmHg, ortalama arteriyel
basing<70 veya yetiskinlerde sistolik kan basincinin >40 mmHg azalmasi veya
yasa gore normal degerin <2 SD alti)

- Karisik vendz oksijen satiirasyonu >%70°

- Kalp indeksi 3.51/min/m?%¢

- Organ fonksiyon bozuklugu parametreleri

- Arteriyel hipoksemi (PaO./F10,<300)

- Akut oliguri (idrar ¢ikis1<0.5 ml/kg//saat veya 45mM/L en az 24 saat)
- Kreatinin klerensi 20.5 mg/dL)

- Koagulasyon anormallikleri (INR>1.5 veya aPTT>60s)

- lleus (bagirsak sesi yoklugunda)

- Trombositopeni (platelet sayisi<100,000/uL)

- Hiperbiliribinemi (plazma total biliribin>4 mg/dL veya 70 mmol//L)




Doku Perflizyon Parametreleri:

- Hiperlaktemi (> 3mmol/L)

- Azalmis kapiller dolum veya beneklenme

& Mikroorganizma tarafindan indiiklenen patolojik siireg olarak tanimlanmistir.

® Cocuklarda %70’in Ustiindeki degerler normaldir (normal deger %75-80) ve
bu nedenle yenidogan ve c¢ocuklarda sepsis belirtisi  olarak
degerlendirilmemelidir.

¢ Cocuklarda 3.5-5.5 arasi de@erler normal ve bu nedenle yenidogan ve
¢ocuklarda sepsis belirtisi olarak degerlendiriimemelidir.

9 Pediatrik populasyonda sepsis icin tani kriterleri; hiper- veya hipotermi (rektal
sicaklik >38.5°C veya <35°C), tasikardi (hipotermik hastalarda
gorilmeyebilir) ve degismis organ fonksiyonu belirtilerinden en az biri -
degismis mental durum, hipoksemi, serum laktat seviyesi artigi ve sigrayici
nabiz- ile birlikte inflamasyon ve enfeksiyon belirti ve semptomlaridir.

SD: Standart Sapma (Standart Deviation); PaO,: Parsiyel oksijen basinci;
FIO,: inspiratuvar oksijen fraksiyonu (Fraction of inspirerd oxygen)

Lipopolisakkarit (LPS) gram-negatif bakterilerin  hlcre
duvarinin ana bilegenidir ve konakgi organizmada meydana gelen gram-
negatif bakteri kaynakli cevabin olusmasinda cok énemli bir role sahiptir®.
Bakterinin yapisinda bulunan bir toksin olmasi nedeniyle “endotoksin’
olarak adlandirilmistir ve gunimuizde endotoksin ile LPS ayni anlamda
kullaniimaktadir. LPS’nin deney hayvanlari ve insanlar Uzerindeki etkileri
bakterinin canli veya 6li olmasindan bagimsizdir®. Diger bir deyisle
LPS’nin kan dolasimina enjeksiyonu sepsisle olduk¢a benzer patofizyolojik

degisikliklere neden olmaktadir®”3"

Bakteriden izole edilmis olan LPS’nin organizmanin kan
dolagsimina verilmesiyle olugsan sok, canli bakteri varligi s6z konusu

olmadigindan “endotoksik sok” olarak tanimlanmaktadir.



2.1.2 Sepsis Epidemiyoloijisi

2006 verilerine gore sepsis Amerika’da 6lime en sik neden
olan 15 durum igerisinde onuncu siradadir. Ayrica sepsis kaynakh 6lum,

toplam dlimlerin %1.4’in0 olusturmaktadir®.

Angus ve arkadaglari tarafindan Amerika’nin yedi eyaletinde
yapilan c¢alismada alti milyondan fazla hastanin hastane kayitlari
incelenmigtir. Calismaya goére; Amerika’da yilda 751.000 siddetli sepsis
vakasl (% 0.3) meydana geldigi bulunmustur ve siddetli sepsis vakalarinin
mortalite orani %28.6 olarak tespit edilmigtir. Vaka basina ortalama
maliyet 22,100 dolar, toplam maliyet ise yillik 16.7 milyar dolar olarak
hesaplanmigtir. 85 yas ustlu hastalarda, ¢ocuklara gore insidans yaklagik

100 kat; mortalite orani ise yaklasik 4 kat fazla olarak goézlenmistir®.

Martin ve arkadaglarinin 750 milyon hasta Uzerinde yaptigi
calismaya gore; 1979-2000 arasindaki yirmi iki yilhk suregte Amerika’'da
sepsisin gorulme sikligi her 100.000 kiside 82.7'den 240.4’e artmistir.
Mortalite orani 1979-1984 arasindaki surecte %27.8, 1995-2000
arasindaki suregte ise %17.9 azalmis fakat toplam Olum sayisi artmaya
devam etmistir. Calismada organ yetmezliginin varligi ve yetmezlikte olan
organ sayisl ile mortalite arasinda korelasyon oldugu saptanmistir. Organ
yetmezligi olmayan hastalarda mortalite yaklasik %15 iken, G¢ veya daha
fazla organinda yetmezligi olan hastalarda bu oran yaklasik %70 olarak
belirlenmistir. En sik akciger (hastalarin %18’i) ve bdbrek (hastalarin
%15’i) yetmezligi, daha az siklikta ise kardiyovaskuler (%7), hematolojik
(%6), metabolik (%4) ve ndrolojik (%2) yetmezlikler gdzlemlenmistir®*.



2.1.3 Sepsis Etiyolojisi

Martin ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore, sepsis
vakalarinin %52.1’i gram pozitif bakteri, %37.6’s1 gram negatif bakteri,
%4.7’si polimikrobiyal enfeksiyon, %1’i anaerob bakteri ve %4.6’si1 fungus
kaynakhdir®,

Yakin zamanda Gray ve arkadaslarinin yaptidi calismaya
gore en yaygin enfeksiyon kaynagi solunum sistemidir (%64.5). Daha az
siklikla ise akut abdominal enfeksiyon, idrar yolu ve deri/yumusak doku
enfeksiyonu sonucu olarak sepsis ortaya cikabilmektedir*®>. Bu sonuclar
Vincent ve arkadaslarinin yaptigi ¢cok merkezli ¢alismanin sonuglari ile
benzerlik gdstermektedir. Bu calismaya gére en yaygin enfeksiyon

kaynag akcigerler (%68), ikinci sirada ise abdominal bélgedir (%22)%.

2.1.4 Sepsis Patofizyolojisi

Sepsis birgok sistemin aktive oldugu karmasik bir patolojik
durumdur. Mikroorganizmalarin gesitli bilesenlerinin (pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs)) veya doku hasari nedeniyle hicre disina
¢clkan endojen intraselller protein ve lipitlerin (danger-associated
molecular patterns (DAMPs)) cesitli motif taniyici (pattern recognizing)
reseptorler tarafindan algilanmasi sonucu I6kositlerde, epitel ve endotel
hidcrelerinde ve noroendokrin  sistemde c¢esgitli hucre ici olaylar
tetiklenmektedir®’. Bu hiicresel uyarilma sonucu olusan cesitli mediyatorler
ise komplement ve koagulasyon sistemlerinin aktivasyonuna neden

olmaktadir’®.
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Hucresel uyariimayi tetikleyen patojen kaynakli molekullere
lipopolisakkarit (LPS), lipoproteinler, dis membran proteinleri, flagellin,
peptidoglikan, lipoteikoik asit gibi yuzey molekulleri ve bakteriyel lizis
sirasinda saliverilen heat-shock protein (HSP), DNA fragmentleri érnek
verilebilir*”. Hiicre hasari sonucu aciga gikan high-mobility group box-1
(HMGB-1), S100 proteini, urik asit, endojen nukleik asitler ve ekstraselller
matriks proteinleri olan heparan sulfat, proteoglikanlar gibi molekiller ise

steril inflamasyondan sorumludur®.

PAMP ve DAMP’lar tarafindan immun hucrelerin uyariimasi
sonucu olusan inflamatuvar sinyaller, firsatgi mikroorganizmanin
eradikasyonunu saglayan proinflamatuvar mediyatérler ve bu cevabin
kontrollinud ve hulcre/doku/organ iyilesmesini saglayan antiinflamatuvar
mediyatdrlerin saliveriimesine neden olur. Normalde konakgi yararina olan
inflamatuvar cevap, asiri ve uzun sireli oldugunda hasar verici hale gelir4°.
Pro- ve anti-inflamatuvar mediyatorler arasindaki denge bozuldugunda
sitokinler, platelet aktive edici faktor (PAF), oksijen radikalleri ve nitrik oksit
gibi endojen proinflamatuvar mediyatorlerin agiri  Uretimi sonucu

hipotansiyon, coklu organ yetmezIigi ve 6liim meydana gelmektedir*'.

2.1.4.1 Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS; endotoksin) gram-negatif bakterilerin
dis membranina gomult halde bulunan, 1siya karsi oldukga direngli
amfifilik bir molekuldir. Bu molekdl, birbirine kovalent olarak bagl lipit A,
oligosakkarit gekirdek ve O-yan zinciri olmak tzere ¢ bdlge igermektedir.
LPS’nin toksisitesinden esas sorumlu olan lipit A bdlgesi, iki N-

asetilglukozamin kalintisina bagh yag asiti zincirlerinden olusmaktadir®42

(Sekil 1).
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Polisakkarit Fosfolipid

O-spesifik Zincir Cekirdek Bolgesi Lipid A

80880888

Tekrarlayici Birim Dig Cekirdek I¢ Cekirdek

Sekil 1. Lipopolisakkaritin yap|5|25 (Kaynaktaki sekil Tirkgelestiriimis ve
dizenlenmistir).

2.1.4.2 Konakgi Tarafindan Lipopolisakkaritin Taninmasi

insan, fare veya sican immun hicreleri LPS veya lipoprotein
gibi  gesitli  mikrobiyel Grlnlere pikogram/ml gibi ¢ok dusuk
konsantrasyonlarda bile cevap olusturmaktadir. immiin sistemin bu
molekullere kargi yuksek cevapliligindan Toll-like reseptor (TLR)'ler olarak

adlandirilan reseptor ailesi sorumludur®?,

TLR’ler, motif taniyici reseptdr ailesinin (Pattern Recognition
Receptors; PRRs) bir Uyesidir*>. Bu reseptorler, ekstraseliiler bélgesi
|6since-zengin tekrarlar iceren, sitoplazmik bdlgesi interlokin-1 (IL-1)
reseptorilyle (IL-1R) benzerlik gdsteren transmembran proteinlerdir®.
TLR’lerin insanda tanimlanmis 10 Uyesinden biri olan TLR4, LPS’nin

taninmasindan sorumludur*+*°.

Bakteriyel membranda bulunan LPS’nin immin sistemini
uyarici etkisi zayiftir. Membranda bulunan LPS’nin TLR4 ile etkilesimine
kadar meydana gelen asamalarda l¢ molekil daha gorev almaktadir.
Bunlar, LPS baglayici protein (LBP), cluster of differentiation 14 (CD14),
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myeloid farkhlagma faktort 2 (MD-2)’dir. Bu molekuller LPS’nin

membrandan ayrilip reseptore sunulmasina aracilik ederler®.

LBP, gram-negatif bakterinin membraninda bulunan LPS’nin
CD14’e baglanmasini katalizleyen, karaciger ve akcigerde Uretilen bir akut
faz reaktanidir*?*%4’. CD14’e baglanma, LPS’nin TLR4/MD-2 kompleksine
baglanabilmesi igin gerekli olan uygun mesafeyi saglar48. CD14 molekudla
myeloid hicrelerin membranina bagh (mCD14) olabildigi gibi dolasimda
¢ozunebilir formda (sCD14) da bulunmaktadir. sCD14 dendritik hlcreler,
fibroblastlar, duz kas hucreleri ve vaskuller endotel hucreleri gibi yapisal
olarak CD14 negatif olan hicrelerin de LPS’ye karsi cevap
olusturabilmesine aracilik etmektedir®®. Saglikli insanlarda da bulunan
¢ozunebilir CD14’Un (sCD14) duzeyleri sepsisli hastalarda artmig

durumdadir®.

TLR ve MD-2 heterodimer olusturarak LPS molekillerindeki
‘motifi’ tanir. LPS’nin baglanmasi sonucu, 2 set TLR4-MD2-LPS kompleksi

simetrik olarak birleserek m-sekilli reseptdr homodimerini olusturur®”.

2.1.4.3 Sinyal Amplifikasyonu

LPS’nin TLR4 tarafindan algilanmasi, hicre iginde bir dizi
fosforilasyon ve ubikitinasyon reaksiyonu sonucu timor nekroz faktori- a
(TNF-a), interldkin-1 (IL-1) gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve interferon-a

(IFN-a), IFN-B gibi tip 1 interferonlarin ekspresyona neden olur*® (Sekil 2).

LPS’ye maruziyetten 30-90 dk sonra, TNF-a ve IL-1
saliverilerek inflamatuvar slrecin 2. asamasini tetikler. Bu asama

sitokinler, lipit mediyatorler ve reaktif oksijen turlerini (ROT) igermektedir.
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Ayrica bu sitokinler hiucre adezyon molekullerinin upregulasyonu sonucu
dokulara inflamatuvar hicrelerin migrasyonuna sebep olur. Béylece dogal
ve edinilmis bagigiklik sistemi, koagulasyon vyolaklari yaygin olarak

uyarilir®®.

IL-18 ve TNF-a, hem monositlerde hem de endotelyal
hiicrelerde, doku faktértu (TF; tissue factor) ekspresyonunu artirir. Doku
faktorii de koaglilasyon sisteminin ekstrinsik yolagini tetikler®®. Ayni
zamanda, yuksek PAI-1 (plasminogen-activator inhibitor type-1) duzeyleri
nedeniyle fibrinin plazmin tarafindan yikimi da bozulmustur. Fibrinin artmis
uretimi ve azalmis yikiminin net sonucu olarak, damarlarda fibrin birikimi
meydana gelir. Bu durum kuguk damarlarda trombus olusumuna neden
olmaktadir®® (Sekil 3).

Koagulasyon bozukluklarina aracilik eden olan bir diger olay
ise antikoagllan etkili olan antitrombin (AT), aktive protein C (APC) ve
TFPI (tissue factor pathway inhibitor) gibi proteinlerin ekspresyonunun
azalmasidir. Bu molekuller normalde trombin Uretimi inhibe ederek

koagiilasyon sistemini diizenlenmesine katki saglamaktadirlar®®.

Azalmis miyokardiyal kontraktilite, bozulmus periferal
vaskuler tonus ve mikrovaskuler oklizyonun birlikte sebep oldugu doku
hipoperflzyonu ve yetersiz oksijenizasyon sonucu organ yetmezligi ortaya
cikmaktadir®® (Sekil 4).
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IRAK-4

IRAK-1/.2

Sekil 2. TLR4 reseptorii tarafindan LPS’nin taninmasi meydana gelen hiicre alti

olaylar* (Kaynaktaki sekil sadelestirimis ve Tiirkce'ye gevrilmistir).
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Prokoaglan Yolakiar J Antikoagiilan Yolaklar I

Plazminojen
aktivatorieri

Y
Plazminojen

Y
Plazmin
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Bozulmug
fibrinoliz

FDP

Kiglk damararin trombozu

Bozuimus doku perflizyonu

Sekil 3. Sepsis sonucu prokoagiilan ve antikoagiilan sistem arasindaki dengenin

bozulmasi®® (kaynaktaki sekil Tiirkge'ye cevrilmistir).
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Sekil 4. Organ yetmezliginde rol alan eszamanli olaylar49 (Kaynaktaki sekil Turkge'ye

cevrilmistir).
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2.1.5 Sepsisin Tedavisi

Surviving Sepsis Campaign (SSC)’in belirledigi uzmanlar
tarafindan, sepsisle ilgili klinik calismalarin sonuglarinin yarar-zarar ve
maliyet agisindan incelenmesiyle olusturulan kilavuz, sepsis tedavisiyle
ilgili en kapsamh belgedir. Bu kilavuzlardan en gunceli 2012 yilinda

yayinlanmistir®®,

Septik sok slUphesi olan hastalarda ilk olarak hipoksemi,
hipotansiyon gibi fizyolojik bozukluklar duzeltimelidir. Hastanin hava
yolunun agik oldugundan emin olunmali, gerekli durumlarda entibasyon
ve mekanik ventilasyon uygulanmaldir. Hastanin solunum durumu

stabilize edildikten sonra uygun perflizyon saglanmalld|r54.

Hipotansiyon, perfuzyon yetersizliginin en yaygin belirteci
olmakla birlikte 6zellikle sepsisin erken fazinda hipoperfizyon varliginda
bile gbézlenmeyebilir. Bu nedenle hipoperfizyonun degerlendiriimesinde
laktat duizeyi artisi oldukga 6nemli bir bulgudur. Hipoperfizyonun diger
belirtileri, kanin merkezi organlara akigi nedeniyle serin ve damarlar
biazUsmus bir cilt (sepsisin erken fazlarinda 1lik ve kizarmig olarak
gO6zlenebilir), tasikardi (> 90 atim/dk), biling bulanikhigi veya huzursuzluk,
oligliri veya aniiri ve laktik asidozdur®®®°. Bazi klinisyenler laktat diizeyi
artisinin organ hipoperfizyonuna 6zglu olmamasi nedeniyle bu amagla
prokalsitonin diizeyini takip etmeyi tercih etmektedir®®. Bu bulgular
degerlendirilirken hastanin 6nceden var olan hastaliklari ve kullandigi

ilaclar dikkate alinmalidir™.

Hipoperfizyon varligi belirlenmisse, ¢oklu organ yetmezligi
olusumundan korunmak/olusumunu sinirlamak icin bir an evvel

dizeltiimesi saglanmalidir. Bu amagla intraven6z sivilar, vazopresorler,
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inotroplar kullanilabilir veya gerektiginde kirmizi kan hucresi transfizyonu

yapilabilir>®°+57,

Perfizyon bozuklugu gorlilen hastalarda birinci basamak
tedavisi olarak intravendz sivilarin bolus seklinde verilmesi tavsiye
edilmektedir (kalp yetmezligi olmayan hastalarda). Bolus uygulanmasina
perflzyon duzeyi istenen seviyeye ulagilincaya kadar devam edilmelidir.
Hipoperfizyonla ilgili parametreler her sivi bolusundan dnce ve sonra
degerlendiriimelidir. Eger sivi resusitasyonuna ragmen daha ileri sonug
alinamazsa pulmoner 6dem olugsmasi riskinden kaginmak igin sivi
takviyesine son verilmelidir. Bu durumda ikinci basamak tedavi olarak
vazopresorler kullaniimalidir. Vazopresor olarak septik sokta genellikle
norepinefrin kullaniimaktadir. Tagikardi ve aritmi nedeniyle beta adrenerjik
aktiviteye sahip ilag kullaniminin sakincali oldugu durumlarda ise saf alfa

adrenerjik aktivite nedeniyle fenilefrin tercih edilebilir.

Bu mudahalelere cevap vermeyen hastalarda ise inotrop
tedavisi veya kan transfiizyonu gibi ek tedaviler uygulanir. inotrop madde
olarak dobutamin kullanilir. DustUk dozda dobutamin arterleri dilate ederek
kan basincinda azalmaya neden olabilir. Daha yuksek dozlarda ise kalp
debisini artirmasi nedeniyle kan basincini genellikle artirmaktadir. Dozun

belirlenmesinde bu durum dikkate alinmalidir®®%*7

Surviving Sepsis Campaign 2012 kilavuzuna goére ilk alti saat

icerisinde sivi resiisitasyonundaki hedefler su sekilde olmalidir®®®’.

- Santral vendz basing 8-12 mmHg
- Santral vendz oksijen satlurasyonu >%70 veya karisik vendz oksijen
saturasyonu >%65

- Ortalama arteriyel basing 265 mmHg
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- Idrar ¢ikigi 20.5 m /kg/saat

Glukokortikoid kullanimi, sivi resisutasyonu ve vazopresor
tedavisi hemodinamik dengenin saglanmasinda yeterli oldugunda tavsiye
edilmemektedir. Fakat mudahalelere ragmen denge saglanamazsa 200
mg/gun  dozda  hidrokortizon intraven6z yoldan  uygulanmaya

baslanmalidir®.

Sepsis hastalarinda enfeksiyon kaynadi acilen tespit ve
tedavi edilmelidir. Septik odagin belirlenmesinde hastanin fiziksel
muayenesinin ve hastalik dykusunun (gegirilmis bir travma veya ameliyat
gibi) dikkatlice irdelenmesi gerekmektedir. Tedavide odagin kontrold,
antibiyotik tedavisinin etkinligi agisindan oldukga onemlidir. Bu amagla
enfeksiyon kaynagi olabilecegi dusunulerek varsa uUriner veya vaskuler
katater uzaklastinimali, abselere perkitandz veya cerrahi drena;j

uygulanmalidir. Zorunlu hallerde ampiitasyon da yapilabilir®>>4%7.

Antibiyotik tedavisinden 6nce Gram boyama ve kdiltur igin
tukruk, idrar ornekleri ve suphelenilen bolgeye gore diger baska ornekler
alinmalidir. Ayrica iki farkli yerden ven6z kan alinarak anaerobik ve
aerobik bakteri yéninden degerlendiriimelidir. Alinan 6rneklerde Gram
boyama yapilmasi, kulturlerin inkibasyonu devam ederken hastaligin
etiyolojisi hakkinda ipucu vermesi agisindan yararlidir. Fungal veya viral
enfeksiyonlardan suphelenilen durumlarda, bu mikroorganizmalara yonelik

testler de yapilabilir®3545859,

Kultir sonuglari elde edilene kadar acilen ampirik olarak
intraven6z antibiyotik tedavisine baslanmalidir. Bu amagla mumkuin
oldugunca genis spektrumlu antibiyotikler kullanihr.  Kuiltir ve

antimikrobiyal duyarhlik sonuglari elde edildiginde toksisite ve direng
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olusmamasi i¢in patojene 6zgu tek bir ila¢ kullanimina gegilmelidir. Tedavi
suresi tipik olarak 7-10 gun olmakla birlikte bazi 6zel durumlarda
(enfeksiyon odadi drenaji yapilamadiginda, immuan yetmezligi olan veya
yavas klinik cevap gelisen hastalarda) bu sure uzayabilir. Gereksiz yere
uzun sudreli antibiyotik kullanimindan suUperenfeksiyona veya ilag direnci

gelismesine neden olabilecegi icin kaciniimalidir®®546%61,

Diyabet Oykusunden bagimsiz olarak sepsisli hastalarda
siklikla hiperglisemi ve insulin rezistansi gorilmesi nedeniyle yogdun
glisemik kontrol yapilmasi ve gerekli durumlarda insulin tedavisi

53,54

uygulanmasi olduk¢a Oonemlidir Glukoz dizeyindeki degisimlerin

mortaliteyle iliskili oldugunu belirten cesitli klinik ¢alismalar mevcuttur®2%2,
Hastanin kan glukoz duzeyi ardigik iki dlgimde 180 mg/dI'nin Uzerindeyse,
insulin tedavisine baslanmalidir. Tedavi sirasinda hipoglisemiden ve kan

glukoz duzeyinde genis dalgalanmalardan kaglnllmalld|r53.

Tedavi sirasinda sonuglar surekli degerlendiriimeli ve olumlu
sonu¢ alinamiyorsa uygulanan tedaviler antibiyotik tedavisi ve septik
odaklarin kontrolunun yeterliligi agisindan degerlendiriimelidir. Olumlu
sonu¢ alinan hastalar ise klinik sonuglar ve laboratuvar parametreleri

agisindan takip edilmeye devam edilmelidir®®>*,

2.2. Deneysel Endotoksik Sok Modeli

Endotoksinin intravendz, intraperitonal veya intratekal yoldan
veriimesiyle olusturulan bir modeldir®*. Gram-negatif bakteri kaynakli
sepsisin patolojisinde roli oldugu bilinen LPS’nin inflzyonu veya
enjeksiyonu, sepsisin erken asamalariyla benzer sekilde sistemik

inflamasyona neden olmaktadir. Endotoksin enjeksiyonunun ardindan
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proinflamatuvar sitokin duzeylerinde hizli ve belirgin fakat gegici bir artis

ortaya cikmaktadir®®.

GOnlll insanlara intraven6z yoldan dustk dozda endotoksin
uygulanmasi ile farelere intraperitonal yoldan endotoksin uygulanmasi
sonrasinda meydana gelen hemodinamik, hematolojik ve metabolik
degisiklikler benzerlik géstermektedir67. Ayrica sepsis hastalarinda
endotoksinin serum konsantrasyonuyla hastaligin ciddiyeti ve mortalite

arasinda korelasyon oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur®®.

Deitch ve arkadaslari subletal dozda endotoksinin genellikle
kardiyovaskuler sistemde hiperdinamik duruma, letal dozda ise
hipodinamik cevaba neden oldugunu gbstermislerdirGg. Deney
hayvanlarinin LPS’ye duyarhliinin insanlara gore daha duguk olmasi
nedeniyle, ayni inflamatuvar cevabi elde etmek i¢in daha yUksek dozlarin

kullaniimasi gerekmektedir7°.

2.3. Sistemik inflamasyonda Rol Alan Biyokimyasal Parametreler

2.3.1 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) vlcutta yaygin bir sekilde bulunan ve birgok
fonksiyona aracilik eden bir sinyal mediyatoradar. Kimyasal yapisi
nedeniyle dokulardan kolaylikla difiize olabilen, dayaniksiz ve reaktif bir
gaz molekuludur. Vaskuler tonusun ve permeabilitenin ayarlanmasindan,
platelet adezyonundan, nérotransmisyondan ve mitokondriyal solunumdan

sorumludur””.
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NO, L-arjinin ve oksijenden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
araciliiyla sentezlenmektedir. Bu enzimlerin ginimuzde Ug¢ izoformu
bilinmektedir-néronal NOS (nNOS, NOS1), induklenebilir NOS (iNOS,
NOS2), endotelyal NOS (eNOS, NOS3). eNOS ve nNOS gen
ekspresyonu artmis hucre ici kalsiyum duzeyleri tarafindan aktive
edilirken, INOS gen ekspresyonu TNFa, IFNy gibi sitokinler tarafindan
dizenlenmektedir. INOS izoformu tarafindan Uretilen NO miktari
(nanomolar dizeyde), yapisal NOS’lar (eNOS ve nNOS) gore (pikomolar

diizeyde) daha fazladir’.

Nitrik oksitin etkileri guanilat siklaz aracili direkt etkiler ve
guanilat siklazdan bagimsiz indirekt etkiler olmak Uzere ikiye ayrilabilir.
Etkilerin hangi mekanizma araciligi ile ortaya g¢ikacaginin NO/Oy" orani
tarafindan belirlendigi dugsunulmektedir. Bu oran on veya daha fazla
oldugunda NO’nun etkileri daha ¢ok proteinlerin yapisinda bulunan gegis
metallerine baglanmasi sonucu bu proteinlerin aktivitelerini degistirmesi
suretiyle gerceklestirmektedir. Guanilat siklaz aktivasyonu bu mekanizma
sonucu (enzim yapisinda bulunan demire baglanma) olusur ve bdylece
vazodilator, antiagregan ve anti-proliferatif etkiler aciga cikar. Superoksit
uretiminde asir artis gozlenen durumlarda oran azaldikga sirasiyla
nitrozilasyon, nitrasyon ve oksidasyon reaksiyonlari ortaya ¢ikmakta ve
proteinlerin yapisinda gittikge daha geri donugsuz hale gelen degisiklikler

meydana gelmektedir”.

Septik sok sirasinda nitrik oksit sentazin induklenebilir
izoformunun aktivasyonu sonucu asiri miktarda saliverilen nitrik oksit (NO)
arteriyal hipotansiyona neden olur. Fizyolojik konsantrasyonlarda nitrik
oksit Uretildiginde, slperoksitler slperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle
detoksifiye edilebilirken, iINOS’un uyariimasiyla asir miktarda Gretilen NO
superoksitler i¢cin SOD ile yarigir. Nitrik oksitin stiperoksitlerle reaksiyonu
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sonucu sitotoksik bir molekiil olan peroksinitrit olusur’*". Peroksinitritler
protein, lipit ve nikleik asitleri nitratlayarak ve/veya oksitleyerek yapisinda

cesitli modifikasyonlara neden olurlar’® (Sekil 5).

L-arjinin LPS

!

iNOS <«——— Sitokinler

NO N .
Superoksit
/ \ Radikalleri

Vazodilatasyon Peroksinitrit
/ \ .. Doku Hasari
Hipotansiyon Vaskiiler
Direng Kaybi

Sekil 5. Sepsiste lipopolisakkaritin nitrik oksit aracil etkileri.

Peroksinitrit kaynakli hasara ek olarak muhtemelen NO’nun,
O, tarafindan etkisizlestiriimesi sonucu NO biyoaktivitesinde meydana
gelen azalma endotel islev bozukluguna neden olur”. Ayrica intakt
bakteri, bakteriyel hucre duvari komponentleri veya konakgi kaynakli
bircok faktor (fibrin, sitokin, komplement proteinleri, serin proteazlar, kan
akisi veya oksijenizasyondaki dedisiklikler gibi) endotel hlcresini aktive
ederek hem yapisal hem de fonksiyonel degisikliklere neden olur’”®.
Sepsiste vaskiler permeabilite artisiyla meydana gelen yaygin 6dem,
oksijenin dokulara dagiimasi igcin gerekli olan mesafeyi artirir ve
interstisyel basing artisi  nedeniyle  mikrovaskuler  perfizyonun

bozulmasina neden olur’®.
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Endotel tabakasi, IOkositlerin transmigrasyonu, fibrin
olusumu, lokal vazomotor tonusun ve permeabilitenin duzenlenmesi,
programli hucre olumu gibi lokal cevabi olusturan birgok olayda onemli
role sahiptir®®. Fizyolojik kosullarda siki kontrol nedeniyle denge halinde
meydana gelen bu mekanizmalar, yaygin konakgl cevabi olusan
durumlarda lokal kontrol mekanizmalari tarafindan desteklenemez, yaygin

inflamasyon ve koagiilasyon organ hasarina neden olur”’.

Sepsiste nitrik oksitin etkisinin yararli veya zararli olmasi
miktarinin yanisira oksiradikallerin varligi ve superoksitlerle etkilesmesine
de bagI|d|r81. Nitrik oksitin etkisinin iki yonlu olmasi nedeniyle sepsiste
NOS inhibisyonunun faydali olup olmayacadi heniiz tartismalidir®®83

(Tablo 3).

Tablo 3. Nitrik oksitin sepsiste potansiyel etkileri®'.

Koruyucu Zarar Verici
Direkt - Kan akisgi - Sitotoksik etki
etkiler - Lokosit ve platelet

agregasyonunun inhibisyonu
- Konakgl savunmasi
indirekt - Toksik oksiradikallerin -Toksik peroksinitrit olusumu
Etkiler temizlenmesi

2.3.2 Asimetrik Dimetil Arjinin

Endojen bir molekul olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA)
proteinlerin yapisinda bulunan arjinin amino asitlerinin Protein Arjinin Metil
Transferaz-l (PRMT-1) enzimi tarafindan metillenmesinin ardindan

hidrolize ugramasi sonucu olusmaktadir®+%6.
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ADMA’'nin fizyolojik rolt ilk kez Vallance ve arkadaslari
tarafindan endotel-bagimli  vazodilatasyonu inhibe etmesinin fark
edilmesiyle ortaya cikariimistir®”. ADMA, NOS’un non-selektif, kompetitif
inhibitéruddr. Enzim inhibisyonunun yani sira katyonik aminoasit tasiyicisi

icin L-arjinin ile yarisarak da nitrik oksit tiretimini azaltmaktadir®®2°,

PRMT-I aktivitesi sonucu olusan bir molekll olan N-
monometilarjinin (NMA)in kan plazma duizeyleri ADMA’ya goére 10 kat
daha dusuktur. Bu enzim de ADMA gibi NOS inhibe etme ve L-arjinin

taslyicisiyla yarisma 6zelligine sahiptir®*#°.

Sepsis sonucu mikrovaskller yapilarda vazodilatasyon,
vazopressor hiporeaktivitesi, endotelyal hlcre disfonksiyonu,
mikrotromboz, nétrofil adezyonu ve agregasyonu meydana gelmektedir®.
Endotelyal ve mikrovaskiler disfonksiyon yeterli doku perfizyonu

saglanamamasi sebebiyle organ yetmezligine neden olmaktadir”’.

O'Dwyer ve arkadaglari tarafindan vyapilan prospektif
gOzlemsel calismada, siddetli sepsisli hastalarin plazmasinda gittikge
artan duzeyde ADMA tespit edilmigtir. Ayrica ADMA duzeylerinin
vazopresor ihtiyaci, organ yetmezIligi gelisme riski, laktik asidoz ve IL-6

diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir®®.

Davis ve arkadaslari tarafindan NO’nun biyoyararlaniminin
gOstergesi olarak periferal arteriyal tonometri kullanilarak mikrovaskuler
reaktivite dlcllmus ve reaktivitede en fazla dusus septik soklu hastalarda,
daha az ise sepsisli hastalarda gozlenmigtir. Mikrovaskuler reaktivite ile
plazma L-arjinin konsantrasyonlari arasinda korelasyon bulunamamistir.
Plazma L- arjinin seviyelerinde artis olmasina ragmen mikrovaskuler

reaktivitede degisim olmamistir. Bu sonuglar sepsiste NOS’'un kompetitif
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olarak inhibe edildigini diisiindiirmektedir®’. ADMA’nin septisteki olasi rolil

sekil 6’da bulunmaktadir.

LPS
sitokinler

bakteriyel /
enfeksiyon
oksidazlar
¥
02- ( \

g“ NO

L-arjinin
ONOO
ADMA
vaskuler dilatasyon @
L-sitrdlin
dimetilamin

Sekil 6. Sepsisin patofizyolojisinde nitrik oksit ve ADMA’nin rolii®2. ADMA, asimetrik
dimetil arjinin; NO, nitrik oksit; iINOS, indUklenebilir nitrik oksit sentaz; LPS,
lipopolisakkarit; DDAH, dimetil arjinin dimetilamino hidrolaz; ONOOQO", peroksinitrit.
(Kaynaktaki sekil Turkge’ye gevrilmistir).

2.3.3 Total Antioksidan Kapasite

Hucreler, dokular ve vucut sivilari endojen ve ekzojen
oksidatif maddelere karsi gugli bir antioksidan savunma sistemine
sahiptir. Bu sistemin U¢ temel gorevi oksidatif hasari 6nleme, durdurma ve

tamir etmedir®>%*.

Antioksidan sistemi olusturan molekuller enzimatik ve

enzimatik olmayanlar olmak uzere ikiye ayrilir. Enzimatik molekuller
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superoksit dizmutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi klasik
enzimlerden; reaktif ara UrUnlerin inaktivasyonunu saglayan kinon
oksidoreduktaz gibi yardimci enzimlerden; glutatyon S-transferaz, UDP
glukronozil transferaz konjugasyon enzimlerinden olusmaktadir®.
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise bilirubin, drik asit, albumin,
glutatyon, antioksidan vitaminler gibi metabolizma ve besin kokenli

endojen bilesiklerdir®.

Reaktif oksijen turevleri (ROT)ne karsi yapilan gugclu
savunma, bircok antioksidanin birbiriyle etkilesim halinde calismasi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle her bir antioksidanin ayri ayri
Olcumu vucudun antioksidan durumunu tam olarak yansitamamaktadir.
Total Antioksidan Kapasite (TAK), oksitleyici ve antioksidan bilesikler
arasindaki dengenin bir gostergesidir. Butlin antioksidanlarin olusturdugu

toplam etkiyi ifade etmektedir®.

Fizyolojik kosullarda reaktif ROT Uretimi ile antioksidan
sistem tarafindan etkisizlegtirilmesi arasinda homeostatik bir denge vardir.
Bu dengenin saglanmasinda kan merkezi role sahiptir®*?’. Sepsis gibi
asirt ROT Uretimi veya yetersiz antioksidan savunma oldugu durumlarda
denge bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Sepsiste potansiyel ROT

kaynaklart;

- Mitokondriyal solunum

- Arasidonik asit metabolizmasi

- Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi gesitli enzimlerin aktivitesi

- Komplement sistemi, bakteri, endotoksin, lizozomal enzimler

tarafindan aktive edilen grandilositler ve diger fagositlerdir®°,
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Sepsis/SIRS ve ARDS'de meydana gelen vaskuler
patolojilerde inflamatuvar hlcre adezyonunu duzenlemesi ve direkt
endotelyal hasar nedeniyle ROT ve RNTnin &6nemli Kkatkisi
bulunmaktadir®. Yapilan cesitli calismalarda SIRS veya septik soklu
hastalarda antioksidan kapasitedeki azalma ve reaktif oksijen turlerindeki
artmanin c¢oklu organ yetmezligine neden oldugunu gosterilmistir'®'°",
Pascaul ve arkadaslarinin yaptigl ¢calismada ise sepsis hastalarinda total
antioksidan kapasitenin azaldigi, septik sok hastalarinda ise arttigi

gézlenmi§tir1 02

Sonuglarin birbiriyle geligkili olmasi, sepsisteki patofizyolojik
surecin dinamik yapisi ve kompensatuvar mekanizmalarin devreye girmesi
nedeniyle  vlcudunun  antioksidan  durumunun zamana bagl

degismesinden kaynaklaniyor olabilir.

2.4. Ozon

2.4.1 Ozon Gazinin Ozellikleri

Ozon dogal olarak bulunan, stabil olmayan, U¢ oksijen
molekulinden olusan halka yapili bir molekuldar. Yunanca koku anlamina

gelmektedir. Saf ozon gazi hafif mavi renkli ve keskin kokuludur'®,

Atmosferde duslk konsantrasyonda bulunan  ozon
yerylzinden yaklasik 22 km yukseklikte daha yogun (10 ppm) bir sekilde
bulunmaktadir. Ozonun yogun bir sekilde bulundugu bu bdlgeye ozon
tabakasi da denilmektedir. Stratosfer ozonun yaklasik %90’ini
icermektedir. Ozon tabakasi sayesinde glnesten yayilan ultraviyole
radyasyon (200-300nm) absorblanir ve bdylece bu radyasyonun
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hicrelerdeki nukleik asitler tarafindan absorbe edilip DNA hasarina neden

olmasi énlenmis olur'%41%,

02 + UV (200-300 nm) —» O + O

205 + 200 —» 2 O3

Tibbi amagla kullanilan ozon, saf oksijenin yuksek voltaj
gradiyentinden geg¢mesi sonucu asagida belirtilen reaksiyonun

gerceklesmesiyle Uretilmektedir'®.

30, + 168,400 cal — 203

Ozon, oksijenden 1.6 kat daha yogundur ve suda
¢6zunlrlGgu 10 kat daha fazladir (0°C’de 100 ml suda 49 ml). Ozon
serbest radikal 6zelliginde olmamasina ragmen, florin ve persulfattan
sonra uglncud en gugli oksidandir. Stabil olmamasi nedeniyle
depolanamaz, hemen kullaniimasi gerekir. Ozonun yari dmru sicakliga
baghdir. 20°C’de 40 dakika, 30°C’de 25 dakika, -50°C’'de ise (¢

haftadir'®,

2.4.2 Ozon Tedavisinin Tarihcesi

Ozonun kesgfinden tedavide kullanimina kadar gecgen

asamalarin bir kismi tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Ozon tedavisinde dnemli gelismeler'®

Yil

1840

1857

1915

1932

1932

1935

1937

1957

1968

Kisi
Christian Friedrich

Schonbein

Werner von Siemens

Albert Wolff

Erwin Payr

E.A. Fisch

Erwin Payr

P. Aubourg

Joachim Hansler

Hans Wolff

Gelisme

Ozonu kesfetmisgtir.

Ozon uretimi amaciyla ilk teknik ozon

birimini (Siemens tipu) olusturmustur.

I. DUnya Savasi sirasinda enfekte yara,
abse, enflamasyon ve kemik kiriklarini
basariyla tedavi etmis ve ¢alismalarini

yayinlamistir.

Payr, gecirdigi bir hastalik nedeniyle
discisi E.A Fisch araciligiyla kendi

bedeninde ozon tedavisini denemistir.

Ozonun dis tedavisinde kullanimina
oncilik etmis ve ayrica ginimuizde
discilikte kullaniimakta olan CYTOZAN®
adl cihazi gelistirmis ve kendi

laboratuvarinda kullanmistir.

Yazdidi “Cerrahide ozon tedavisi” adli

calismasini Berlin’de toplanan 59. Alman

Cerrahi Dernegi Kongresi’nde sunmustur.

Bu teblig bilinen ozon tedavisinin

baslangicini olusturmaktadir.

Rektal instflasyon yéntemini gelistirmigtir.

Ozon karigiminin doz ayarlamasini
yapabilen ilk ozon jeneratérindn

gelistirmigtir.

Direkt intravaskuler gaz uygulamasinin

emboliye sebep olmasi nedeniyle disik
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riskli bir tedavi olan majér otohemoterapi

yontemini gelistirmigtir.

1977 O. Rokitansky Diyabetik gangrenin topikal ve sistemik
tedavisi Gzerine ilk kapsamli ¢calismalari
yapmisgtir.

1981 H. Wermeister Topikal tedavi olarak disuk basingh ozon

gazi uygulamasini gelistirmistir.

Ozon dozunun ayarlanmasina olanak veren medikal ozon
jeneratorlerinin Uretilmesi ve Ozellikle Velio Bocci ve Renate Viebahn-
Hansler'in yogun calismalari sonucunda ozonun kan ve diger biyolojik
sivilardaki etkilerinin tanimlanmasina kadar ozon tedavisi ampirik bir
tedavi sekli olarak kalmaya devam etmigtir. Sonrasinda meydana gelen
hizli gelismeler sonucu ginimuzde ozon tedavisi klinik uygulamada yerini

almistir'®”.

2.4.3 Ozon Gazinin Biyolojik Ortamlardaki Davranisi

Oksijenden farkh olarak ozon, biyolojik sivilarda (serum,
plazma, lenf, idrar) ¢ozinmesinin ardindan hizlica reaksiyona ugrarmg.
‘Ozon peroksitleri’ fizyolojik olarak aktif ozon metabolitleridir ve ozonun
sistemik etkisinden sorumludurlar. Ozon fizyolojik kosullarda (pH<7.4)
selektif olarak esansiyel yag asitlerinin izole C=C cift baglarina 1,3-dipolar
katilma reaksiyonu vermektedir (Sekil 7). Reaksiyonda ikincil metabolitler
olarak az miktarda aldehitler olusmaktadir. Oksidatif stresin dlgUsu olan
MDA’nin duzeyleri ekstrakorporal kan tedavisi sirasinda goz ardi edilebilir

bir diizeyde artmaktadir'®1%°,
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Sekil 7. Ozonun izole cifte baglarla reaksiyonu19. Fizyolojik sartlarda olusan ana
metabolit ozon peroksitleridir. (Kaynaktaki sekil Turkge'ye ¢evrilmistir).

Biyolojik ortamda ozon tercih sirasina gore ¢oklu doymamis
yag asitleriyle (PUFA; polyunsaturated fatty acids); askorbik asit, urik asit
gibi antioksidanlarla; sistein, indirgenmis glutatyon gibi -SH gruplari iceren
tiyol bilesikleriyle ve albuminle reaksiyona girer (Sekil 8). Ozon, dozuna
badli olarak, karbonhidratlar, enzimler, DNA ve RNA ile de etkilesebilir.

TUm bu bilesikler oksidasyon sirasinda elektron vericisi olarak rol oynar'%.

H H R R'
>=< +04 +H,D T %{] + F{] + Ha 0
R R H H

Sekil 8. Ozonun doymamis yag asitleriyle reaksiyonu110
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Lipit peroksidasyonu sirasinda 2 mol lipit peroksidasyon
(iriniiniin yanisira 1 mol H2O; olusur'®. Bu reaksiyon hem ex vivo (tipik
ornegi cam sisede toplanan kan iginde) hem de in vivo (ozonun
intramuskuler enjeksiyonundan sonra) ortamda meydana gelmektedir.
Kanin ozonlanmasi surecinin birkag dakika iginde tamamlanmasina
ragmen, olusan HO, ve lipoperoksit radikallerinin etkileri iki fazdan

olusmak tizere devam eder''°.

ROT, ilk fazda rol oynayarak kisa etkili mesajci olarak gorev
yapar ve hizlica yok olur. Bu molekillerden biri olan hidrojen peroksit
(H202) non-iyonize bir molekdl olmasi nedeniyle plazmadan hucre
sitoplazmasina hizla diflize olur ve hiicre ici yolaklari tetikler. Hicre tipine
bagh olarak eritrosit, I0kosit ve plateletlerde farkh biyokimyasal yolaklar
aktive olur ve cgesitli biyolojik etkiler ortaya ¢ikar. Yuksek konsantrasyonda
bulunan indirgenmis glutatyon (GSH), katalaz ve GSH peroksidaz

tarafindan hizlica suya indirgenir' %',

Lipoperoksit radikalleri hizla gesitli alkenallere (4-hidroksi-2-
nonenal; 4-HNE, trans-4-hidroksinonenal; 4-HHE) donusurler. Bu
aldehitler in vivo olarak ROT’lardan daha stabildirler. Kanin reinfizyonu
sirasinda vucut sivilarinda dilisyona, eliminasyona (idrar ve safra yoluyla)
ve GSH-transferaz (GSH-Tr), aldehit dehidrojenaz gibi enzimler tarafindan
metabolizmaya ugrarlar. Boylece tum dokulara o6zellikle kemik iligi,
karaciger, santral sinir sistemi (SSS) ve endokrin bezlere sadece
submikromolar konsantrasyonlarda ulagir ve ozonun uzun sureli mesajcisi

olarak gérev alirlar'®® 1113,

Olusan bu membranla iliskili ozon peroksitleri, ikincil mesaijci
olarak gorev alir ve superoksit dizmutaz (SOD), GSH-peroksidaz (GSH-
Px), GSH-rediktaz (GSH-Rd) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerle
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superoksit radikallerine gore daha 1hmli bir etkilesim yaparak enzimlerin

upregiilasyonuna neden olurlar'®'%,

H2O ve lipoperoksit radikalleri gesitli biyolojik yolaklari aktive
edebilmesi i¢in belirli bir esik konsantrasyonunun Ustinde olmasi
gerekmektedir. Fakat ¢cok ylksek konsantrasyonlarda elimine edilmeden
once cesitli hucresel bilesenleri hasara ugratabilmektedir. Biyolojik
etkilerini gosterirken toksisitesinden kaginilmasi igin ozonun hassas olarak
kalibre edilmis cihazlarda dogru konsantrasyonda Uretilmis olmasi
onemlidir. Ozon dozu, antioksidan kapasiteye gore Dbelirlenmelidir.
Antioksidan kapasite dlgllerek gerekli durumlarda ozon tedavisi dncesinde

ve tedavi siiresince oral antioksidan alimiyla artirilabilir' %1€,

Kandan farkli olarak gozler ve akcigerler dusuk antioksidan
kapasiteleri nedeniyle ozona olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle ozonun bu

organlarla temasindan kaginiimasi gerekmektedir'%117:118,

2.5. Tibbi Ozon ve Tedavide Kullanimi

Tibbi ozon, saf O, ve saf Os'den olusan ozon/oksijen
karigimidir. Tibbi amagli oksijenden, tibbi ozon jeneratért kullanilarak 1-
100 ug/ml konsantrasyon araliginda Uretilir'®. Gaz karisimi en az %95
oksijen ve en fazla %5 ozondan olugur. Ozon jeneratoéru paslanmaz celik,
nétral cam, teflon gibi ozona dayanikli malzemeden yapilmis olmalidir. Saf
oksijen yerine hava kullaniimasi %78 azot igerigi nedeniyle oksijen ve
ozonun yani sira ¢esitli oranlarda toksik NOx bilesikleri olusmasina neden

olur. Bu nedenle saf oksijen kullanilmasi zorunludur'®,
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Ozonun tedavi amaciyla kullaniminda toksisitesinden
korunmak icin surekli olarak ozon konsantrasyonunun olgulmesini
saglayan iyi standardize edilmig bir fotometreye sahip hassas bir ozon
jeneratoru kullaniimalidir. Ozon konsantrasyonun dogru hesaplanmasi da
tedavi edici doza ulasilmasi ve bu sirada toksik doza ulagilmamasi
acisindan oldukga Onemlidir. Toplam doz basit olarak ozon
konsantrasyonu ile gaz hacmi garpilarak hesaplanir. Ornek olarak; 225 ml
hacimde kani 225 ml hacimde 30 pug/ml ozon konsantrasyonu olan gaz
karisimi ile ozonlandiriyorsak, toplam ozon dozu 6.75 mga denk
gelmektedir. Ayrica toksisite meydana gelmeden terapotik etkinin

gorildigl optimal dozun énceden bilinmesi gerekmektedir'®.

Ozon, birgok farkh yoldan uygulanabilir (Tablo 5). Fakat
embolizme neden olma riski nedeniyle gazin direkt olarak intravendz yolla

uygulanmasindan kaginiimalidir'®®1°,

Tablo 5. Ozon gazinin uygulama yollari'"®

Parenteral Topikal veya lokorejiyonal
- Intramuskuler (IM) - Nazal*

- Subkiitan (SC) - Tubal*

- intraperitonal (i.p) - Orikiiler

- intraplevral (IPL) - Oral*

- intra-artikiiler (IPL) - Vajinal

(a) Periartikuler - Uretral ve mesane igi

(b) Miyofasiyal - Rektal

- intradiskal (ID) - Kiitanéz

- intraforaminal (IF) - Dental

- Intralezyonel *30-40 sn’lik apne sirasinda uygulanir.
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2.5.1 Sistemik Uygulama Bicimleri

2.5.1.1 Major Otohemoterapi (AHT,; Autohaemotherapy)

Aseptik kosullarda hastadan steril vakumlu cam siseye
(antikoagulan olarak sodyum sitrat iceren) alinan ven6z kana (50-100mL)
ayni hacimde 20-80 pg/ml gaz karigimi uygulanmasi esasina dayanir. En
az bes dakika boyunca kan ozonla muamele edilir. Hava kabarcigi
olusmamasi agisindan gaz ile kanin yavasga karistirimasi énemlidir.
Ardindan bu kan ayni intraventz katater ile tekrar hastaya uygulanir.
Hemolize neden olmasi riski nedeniyle 80 ug/ml'nin Gzerinde ozon igeren

gaz karisimi kullanimindan kaginiimalidir'®198111:119 (5eki| 9).

ekil 9. Standart majoér otohemoterapi sistemi . zon giringasi (polipropilen);
Sekil 9. Standart majér otoh t i sistemi™®. (1) O li il 2

Bakteri filtresi (0.2 um); (3) Vakum sisesi (cam); (4) Transfiuizyon seti (polietilen).
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Ozonlanmis kan hastaya yeniden infuze edildikten sonra tum
organizmaya dagilir. Vucutta dolasan eritrositler iskemik bolgelere daha
¢ok oksijen dagitilmasini saglarken, lokositler postkapiller venuller yoluyla
cesitli organlara go¢ eder ve burada immun sistemi yavas olarak uyarir.
Plateletler normal igeriklerini kana saliverir ve yok olurlar. Reinfuzyonla
verilen lipit peroksidasyon Urdnleri, yaklasik 3L plazma ve 9-11L
interstisyel sivi iginde dilisyona ugrar ve bltin vicutta akut oksidatif

stresin habercisi olarak rol oynar'® (Sekil 10).

Primer TUMOR
ve METASTAZ

DALAK

i Mﬂ KEMIK iLi&i

H LENF NODLARI

)\

AKCIGER KARACIGER

Diger Organlar

Sekil 10. Ozonlanmis kanin hastaya uygulanmasi sonrasinda viicutta dagilimi'®,
(Kaynaktaki sekil Turkge'ye ¢evrilmistir).
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2.5.1.2 Minér Otohemoterapi

Bu yontemde majér hemoterapiden farkli olarak daha disik
miktarda kan ozonlandirilir. Steril apirojen siringaya icine énce 10-20
pMg/ml ozon igeren gaz karigimi gekilir. Ardindan hastadan 2-5 ml kan
aseptik kosullar altinda bu siringa igine alinir. Kuvvetlice karistirildiktan
sonra ozonlanmig kan (k6puk de iceren), herhangi bir anesteziye ihtiyac
duyulmadan gluteus kasina enjekte edilir. Butin islemler hizlica ve

mimkiin oldugunca kisa siire igerisinde gerceklestiriimelidir'®.

Bu yontem non-spesifik, badisiklik uyarici tedavidir.
Endikasyonlart  acne  wvulgaris, alerji, kanserin ek tedavisi,

immiinoaktivasyondur'®.

2.5.1.3 Ozon-Oksijen Karigiminin Rektal insiiflasyonu (Sistemik Etki)

Uygun ozon/oksijen karisiminin anus yolu ile rektum igerisine
veriimesi esasina dayanir. Rektuma gaz karigimi uygulandiginda her iki
gaz da liminal mukdz tabakada c¢oztnur. Oksijen dogrudan dokudan
gecerken, ozon reaktif bir molekll olmasi nedeniyle mukozadaki protein ve
lipitlerle reaksiyona girer, kismen de fegesle ve antioksidanlarla etkilegir.
Olusan ROT ve lipoperoksit radikalleri muscularis mucosae’dan gecerek
submukozal dokudan vendz ve lenfatik kapillerler ile dolasima katilir'®

(Sekil 11).

Bu uygulama ginumuzde ucuz, noninvazif ve pratik olarak
risksiz olmasi nedeniyle dunya capinda yaygin olarak uygulanmaktadir.
Kolon igeriginin ozonu baglayarak etkisini azaltmasini 6nlemek igin rektal

insuflasyon o6ncesinde defekasyon yapiimis olmasi veya enema
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kullanilmasi 6nerilmektedir. islem sirasinda peristaltizmin uyarilmamasi

icin 1-2 dk’da 50-100 ml gaz karisimi uygulanmalidir. Sistemik amacli

uygulamada kullanilan ozon konsantrasyonu 10-25 ug/ml arasi, toplam
19,103,120

gaz hacmi ise 150-300 ml arasidir

Sekil 11. 02-03 karisiminin kolon liimeninden submukozal dokuya transferinin

sematik gériintiisii'®.

2.5.2 Lokal Uygulama Bicimleri

2.5.2.1 Diigiik Basingli Ozon Gazi Irrigasyonu

Bolgesel vyaralarda, ozon gazinin atmosfer basincinin
altindaki basingta bir emme kabi altinda surekli akisiyla uygulanmaktadir.
Yaranin Uzerinden gegen gaz karigsimindaki ozon tekrar oksijen gazina
donustaralir. Uygulanacak olan vakum, hastanin toleransina ve lezyonun
ciddiyetine gore degismektedir. Bu yontemde dusik basing uygulanmasi,
lokal hiperemizasyon ile yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. Bu nedenle
yara tedavisinde Ozellikle tercih edilmektedir. Ayagin alt kisminda diyabete
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bagdli olusan kangren durumunda emilim kabi yerlestirmek zor olacagi igin
dusUuk basingli ozon uygulamasi yerine ozona direngli plastik bot

kullaniimaktadir'%.

2.5.2.2 Transkiitanéz Ozon rrigasyonu/imersiyonu

Toplardamar ulserleri ve genis bir alana yayilan asiri enfekte
yaralarin tedavisinde pratik olmasi nedeniyle ozona direngli plastik bot
ve/veya torbalar kullanilir. Uygulamadan 6nce yara bol suyla yikanir. Gaz
kagisinin onlenmesi i¢cin g¢anta veya torbanin etrafi bantla deriye
yapistirilir. 15 dakikalik uygulamadan sonra gaz karisiminda kalan ozon,

oksijen gazina doénustirilerek detoksifiye edilir'® 2",

2.5.2.3 Ozon-Oksijen Karigiminin Rektal Insiiflasyonu (Lokal Etki)

Sistemik etkisinin yani sira ozon, lokal olarak anal ve rektal
fistllll abseler, proktit, bakteriyel ve Ulseratif kolit, Crohn’s hastaligi gibi
durumlarda kullaniimaktadir. ilk basta yiiksek dozda (80-100 ug/ml) kiigiik
hacim icerisinde (50 ml) uygulanip, hemoraji azaldiginda daha disuk
dozda (10-20 pg/ml) ve daha buyuk hacimde (150-300 ml) uygulamaya

devam edilmektedir'®1% 121,

2.5.2.4 Intraartikiiler (Eklem Igi) Ozon Enjeksiyonu

Eklem igi ozon enjeksiyonu Ozellikle diz ve omuz
eklemlerinde olmak Uzere agrili, akut ve kronik eklem rahatsizliklarinda
tamamlayici tedavi olarak uygulanabilmektedir. Ozonun eklem igi

uygulanmasi kisa surede agriyi dindirir, sislikleri indirir, atesi dusuarur ve
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eklem hareketliliginde artmaya neden olur. Eklem rahatsizliklarinda

yardimci tedavi olarak uygulanmaktadir'%.

2.5.2.5 Ozonlanmis Su Uygulamasi

Ozon oksijen gaz karisiminin suyun iginden belli bir sure
boyunca gecirilmesiyle elde edilir. Elde edilen su ile cilt yikanir veya cilde
kompres seklinde uygulanir. Yara, yanik, yavas iyilesen deri enfeksiyonlari
ve O6dem olusumunun eslik ettigi inflamatuvar durumlarda (6zellikle
baglangic asamasinda) kullanilir. Ayrica discilikte cerrahi 06ncesi

dezenfeksiyon amaciyla da kullaniimaktadir'®®121:122,

Ozonlanmis su elde edilirken safsizliklardan kaginiimasi
(6rnegin Cl- varliginda HOCI olusumu) ve karisimin yaridmrinin
ongorilen sldreden daha kisa olmamasi igin mutlaka bidistile su
kullanilmalidir. Bidistile suya en az 20 dakika sureyle ozon/oksijen karigimi
(60-80 pg/ml) uygulanir. Bu sekilde hazirlanan su 3-4 saat boyunca
kullanilabilmektedir. Elde edilen doz ozonun bidistile suda ¢ozunurluguyle
sinirl oldugu icin (yaklasik 24 pg/ml) bu uygulamada asin dozaj s6z

konusu degildir'®106:121,

2.5.2.6 Ozonlanmis Zeytinyagi Uygulamasi

Ozonlandinimis  zeytinyaginin  deriye  yluzeysel olarak
uygulanmasi yoluyla fistll, dekubitis, Glser gibi dermatolojik hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir. Farmakolojik etkiden zeytinyaginin
ozonlandiriimasi sirasinda olusan ozonitler ve peroksitler sorumludur.
Mantar ve bakteri olduricu etkiyle lezyonlarin lokal dezenfeksiyonu

saglanir'®123,
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2.5.3 Ozonun Lokal ve Sistemik Etkileri

Ozonun lokal ve sistemik uygulamada farkh etki
mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar tablo 6’da verilmigtir. Lokal
etkiler ozonun direkt antimikrobiyal ve yara iyilestirici Ozelliklerinden
kaynaklanirken, sistemik etkiler eritrosit, l0kosit gibi c¢esitli htcrelerin

aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 6. Lokal ve sistemik uygulamada ozonun tibbi etkileri'%'?%12,

Topikal Uygulamada (Lokal Ekstra-korporal Kan Tedavisinde

Uygulama) Ozonun Tibbi Etkileri  (Sistemik Uygulama) Ozonun Tibbi
Etkileri

1. Antimikrobiyal etkiler 1. Alyuvar hicrelerinin uyariimasiyla

- Antibakteriyel - Reolojik 6zelliklerinin gelismesi

- Antifungal - Alyuvar metabolizmasinin

aktivasyonu sonucu 2,3-DPG ve ATP
- Antiviral
artisi
2. Yara iyilegtirici etki o
- HbO,/Hb dengesinin saga kaymasi
3. Bagisiklik sistemini harekete
gecirici etki - Oksijen ac¢iga ¢ikarma 6zelliginin

artmasi

2. Lokositlerin uyariimasiyla
- Mononikleer hiicrelerin ihml
aktivasyonu

- Sitokinlerin serbest birakilmasi
(IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-a, TGF- vb)

3. Biyolojik antioksidanlarin ve radikal
supuruculerin aktivasyonu ve

indlksiyonu
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Eritrositlerde H>O tarafindan glikolizin aktivasyonu sonucu
ATP ve 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) olusumu artar. 2,3-DPG
hemoglobinin oksijene olan afinitesini azaltarak dokulara oksijen
saliveriimesini  kolaylastirir.  H>O2'nin ¢gogu eritrositler  tarafindan
temizlenerek GSH tarafindan suya indirgenir''" (Sekil 12).

( Fosfat

1,3

NADPH \

GSSG A ROH

¥ |———12,3DPG

Laktat

HbO: ——» Hb+ 0:

125 (

Sekil 12. Ozonun eritrosit metabolizmasi lizerine etkileri'® (Kaynaktaki sekil

Tlrkce'ye gevrilmistir).
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2.5.4. Ozon Tedavisinin Uyqulandigi Cesitli Hastaliklar

Ozon Tedavisinin uygulandigi bazi hastaliklar tablo 7’de

verilmigtir.

Tablo 7. Ozonun kullanildigi gesitli hastaliklar ve uygulama sekilleri'®'%,

1. Arteriyel Dolasim Bozukluklar

a. Periferal arteriyal dolasim bozukluklari * Majér Otohemoterapi

b. Serebral dolasim bozukluklari

3. Patolojik Bagirsak Hastaliklari
a. Proktit ve kolit * Rektal insuflasyon

b. Crohn hastalgi

* Major Otohemoterapi

5. Karsinojenik Durumlar (Ek tedavi olarak) * Rektal insiflasyon




6. Geriatrik Kosullar

* Majoér Otohemoterapi
a. Genel canlandirma (Revitalizasyon)

* Rektal instflasyon
b. Yasla baglantili makuler dejenerasyon

7. Romatizma ve Artrit * intraartikdler uygulama

a. Kronik poliartrit * Major Otohemoterapi (akut olmayan
b. Eklem enflamasyonu dénemde)
8. Disgilik * Ozonlanmis su

Enfekte  vyaralarin ozonla tedavisi iki asamada
degerlendirilebilir. Oncelikle ozon dezenfektan (antifungal, antiviral,
antibakteriyel) Ozelliginden yararlanmak icin yuksek dozlarda (60-100
pg/ml) kullanilir. Ardindan daha disuk dozda ozon ile tedaviye devam
edilerek yara iyilesmesinin saglanir. Rektal instflasyon disik basingli
emilim kabi varhiginda yapilmasi akcigerlerin ozona maruz kalinmasi

riskinin  6nlenmesi agisindan faydalidir'®.

Ozonun kullanildigi  bu
hastaliklarin ortak noktasi kronik oksidatif stres (malondialdehit; hidrojen
peroksit; total hidroperoksit gibi degerlerin patolojik olarak artmasi) ve anti-
oksidan yetersizlik (6rnegin SOD ve katalaz dengesizligi)dir. Bu
hastaliklarin patolojik sureci Uzerinde hormetik 6zellikte olmasi nedeniyle

diisiik dozda ozon diizenleyici etkilere sahiptir'®.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Deney Hayvanlari

Deneylerde 250-300 g agirhdinda erkek, 12 saat aydinhk 12
saat karanlik periyodunda senkronize edilen Wistar albino siganlar
kullanilmigtir. Siganlar Kobay A.$. Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden saglanmistir. Bu projede siganlar
Uzerinde yapilan tim iglemler igin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan onay alinmigtir (G:U:ET-11.045, 16/05/2011).

3.1.2 Sarf Malzemesi

Endotoksin (Escherichia coli lipopolisakkaridi, O111:B4) (ET)
(L4130, Sigma)

Ozon / oksijen (%5 / %95) gaz karigsimi (OZONOSAN)

EDTA’l tip (BD Vacutainer REF 368856)

Serum Fizyolojik (Haver)

ADMA Elisa Kit K 3001 (Immundiagnostik)

Steril enjektorler (Hayat 2, 5, 10 ml)

insiilin enjektori (Hayat 1ml 1001U)

Pipet uglar (Eppendorf)

Eppendorf tip (0.5 ml) (Eppendorf)

Eppendorf tip (1.5 ml) (Eppendorf)

Parafilm

Plastik eldiven

47



3.1.3 Arac veTechizat

Ozon cihazi (OZONOSAN®)

Resim 1. Medikal ozon cihazi.

Spektrofotometre (Spectramax Plus 384)

Hassas terazi (Shimadzu. Co, AW320)

Vorteks (Firlabo. sa)

Isiticili kabin (Biopac Systems)

Tail-cuff kuyruktan kan basinci o6lgme cihazi (Biopac
Systems, NIBP200A)

Bilgisayarli veri kayit sistemi (MP30 Hardware Unit ve
Student Lab Software, Biopac Systems Inc., Commat iletisim Ltd.)

Santrifuj cihazi (NUve NF 800R)

Sogutucu (-80°C) (Sanyo MDF-U5186S)

Cerrahi set
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Tek uclu ve depolu otomatik pipetler (Eppendorf)
Zaman oOlcger
Erlen

Cam tup

3.2 Deney Gruplari ve In Vivo Galismalar

Deneylerden 06nce siganlarin  kuyruktan kan basinci
Olcumune adaptasyonu i¢in on Olgumler alinmistir. Deney gund 1sitma
kabinine alinan hayvanlarin vucut isilari artirilarak olgime hazir hale
getirilmis ve devaminda her sigan icin Uger kez kan basinglari ve kalp
hizlar Olgulmustur. Daha sonra her bir grup igin asagidaki protokoller

uygulanmigtir. LPS, serum fizyolojik icinde (5mg/ml) ¢é6zilmustir.

1.Grup (Kontrol Grubu); bu gruptaki sigcanlara intraperitonal (i.p.) serum

fizyolojik (%0.9) enjeksiyonu uygulanmigtir. Uygulamadan hemen 6nce ve
enjeksiyondan 1, 2, 3, 4 saat sonra tail-cuff (kuyruktan dlgiim) yontemi ile

kan basinglari ve kalp hizi kayitlari alinmistir.

2.Grup (LPS Grubu); bu gruptaki siganlara i.p. olarak LPS enjeksiyonu (10

mg/kg) uygulanmigtir. Uygulamadan hemen 6nce ve enjeksiyondan 1, 2,
3, 4 saat sonra tail-cuff yontemi ile kan basinglari ve kalp hizi kayitlari

alinmistir.

3.Grup (Tedavi-1__Grubu); bu gruptaki siganlara i.p. olarak LPS

enjeksiyonu (10 mg/kg) uygulanmistir. Uygulamadan hemen 6nce ve 1
saat sonra tail-cuff ydntemi ile kan basinci ve kalp hizi kayitlari alinmis ve

i.p. olarak 0,1 mg/kg ozon enjeksiyonu yapilmigtir. Daha sonra birer saat
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ara ile (2, 3 ve 4. saatte) kan basinglari ve kalp hizi dlgimlerine devam

edilmistir.

4.Grup (Tedavi-2 Grubu); bu gruptaki siganlara i.p. olarak LPS

enjeksiyonu (10 mg/kg) uygulanmistir. Uygulamadan hemen 6nce ve 1
saat sonra tail-cuff yontemi ile kan basinci ve kalp hizi kayitlari alinmig ve
I.p. olarak 0,3 mg/kg ozon enjeksiyonu yapilmigtir. Daha sonra birer saat
ara ile (2, 3 ve 4. saatte) kan basinglari ve kalp hizi élglimlerine devam

edilmigtir.

5.Grup (Tedavi-3 Grubu); bu gruptaki siganlara i.p. olarak LPS

enjeksiyonu (10 mg/kg) uygulanmistir. Uygulamadan hemen once ve 1
saat sonra tail-cuff yontemi ile kan basinci ve kalp hizi kayitlari alinmis ve
i.p. olarak 1,0 mg/kg ozon enjeksiyonu yapilmistir. Daha sonra birer saat
ara ile (2, 3 ve 4. saatte) kan basinglari ve kalp hizi dlgimlerine devam

edilmistir.

6.Grup (Ozon Grubu); bu gruptaki siganlara i.p. olarak daha &nceki

gruplarda kullanilan Ug farkli dozun en yuksegi olan (1,0 mg/kg) ozon i.p.
uygulanmigtir. Uygulamadan hemen 6nce ve enjeksiyondan 1, 2, 3, 4 saat

sonra tail-cuff yontemi ile kan basinglari ve kalp hizi kayitlari alinmigtir.

3.3 Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Biyokimyasal Olgiimlerin

Yapilmasi

Deney sonunda siganlara sodyum tiyopental (60 mg/kg, i.p)
verilerek genel anestezi uygulanmistir. Daha sonra kan érnekleri EDTA’li
cam tuplere alinarak 10.000 rpm’de 10 dk. santriflijlenerek elde edilen
plazma biyokimyasal incelemeler icin -80°C’de saklanmistir.
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3.3.1 Plazma Nitrik Oksit Diizeylerinin Olciimij

NO dizeyleri Griess yoOntemiyle olgulmustur. Plazma ve
standartlar ZnSO4 ve NaOH ile 13.000 g de 20 dakika santriftjlenmis ve
enfluent CuSO4 ile kaplanmis kadmiyum grandlleri ile 20 dakika
calkalanmigtir. 96 kuyulu plagin her bir kuyusuna hazirlanan ¢ozelti ve
reaktifler ~ (N-naftil  etilendiamin  ve sulfanilik asit) eklenerek
spektrofotometrede 546 nm de degerler okunmustur. Standart egri icin 0-
1000 pM Na-nitrit kullaniimigtir.

3.3.2 Plazma Asimetrik Dimetil Arjinin Diizeylerinin Olciimii

Hazir ADMA Kkitleriyle (K3001 ADMA ELISA Kit) kompetitif
ELIZA yontemi kullanilarak olguimasgtar.

3.3.3 Plazma Total Antioksidan Kapasitesi Olciimii

Total antioksidan kapasite, plazma antioksidanlari tarafindan
Cu?’nin Cu¥e indirgenmesi esasina gore kromojenik madde olarak
neokuproin kullanilarak olgulmuastur. 96 kuyulu plagin her bir kuyusuna,
ornek plazma veya standart ardindan dzerine Kuprik Amonyum Kilorr,
Neokuproin ve Amonyum asetat tamponu eklenmistir. inkiibasyonun
ardindan ve spektrofotometrede 455 nm de degerler okunmustur. Standart

egri icin, 0-1000 uM Trolox kullaniimistir.

3.4 Sonuglarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama + ortalamanin
standart hatasi” seklinde ifade edilmigtir. Ayni grubun farkli zamanlardaki
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kan basinglari ve kalp hizlarina iligkin veriler tekrarlayan olgimlerde tek
yonli varyans analizinin ardindan post-hoc Dunnett's testi ile
degerlendirilmigtir. Biyokimyasal Olgumlerin degerlendiriimesinde ise
kontrol ve LPS gruplari ile yapilan karsilastirmalar icin student t testi
kullaniimistir. istatistiksel analizler bir paket program (GraphPad Prism
version 5.00 for Windows: GraphPad Software, San Diego, California,
Amerika) kullanilarak yapiimistir. 0.05’den kiguk P degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1 Deney Gruplarindaki Siganlarda Olgiilen Sistolik Kan Basinci
(SKB) ve Kalp Hizi (KH) Degerleri

4.1.1 Kontrol Grubunun SKB ve KH Sonuclari

Kontrol grubundaki siganlarin tedavi oOncesinde olgulen
ortalama SKB’lari (116.63£3.07) ve ortalama KH’lari (359.72+12.89) ile
intraperitonal SF uygulamasindan sonraki 1, 2, 3 ve 4. saatlerde dlgulen
ortalama SKB degerleri (sirasiyla; 109.81+£1.51, 110.23+2.41, 108.81+4.33
ve 110.43+3.27) ve ortalama KH degerleri (sirasiyla; 352.15+£12.08,
350.26+16.65, 349.75+14.41 ve 356.15+15.05) arasinda istatistiksel

anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 13).

4 1.2 LPS Grubunun (endotoksemik sok grubu) SKB ve KH Sonuclari

Endotoksemik sok grubunda, tedavi 6ncesine goére LPS
uygulamasindan sonraki 1, 2, 3 ve 4. saatlerde ortalama SKB degerlerinde
(sirasiyla; 81.23+7.62, 83.36+8.32, 88.21+7.77 ve 79.7614.43) istatistiksel
olarak anlamli bir azalma, KH degerlerinde (sirasiyla; 420.31+7.23,
422.00+9.52, 417.58+6.79 ve 429.5319.73) ise istatistiksel olarak anlaml
bir yikselme gozlenmistir (Sekil 14).

4.1.3 Tedavi-1 (0.1 ma/kg Ozon) Grubunun SKB ve KH Sonuclari

LPS uygulamasi ile endotoksemik sok olusturulan deney
grubunda ortalama SKB’da goézlenen dusus birinci saatte uygulanan
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0.1mg/kg ozon (i.p.) ile geri cevrilememigtir. Birinci saat haric KH degerleri

tedavi 6ncesinden farkli bulunmustur (Sekil 15).
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Sekil 13. Kontrol grubunda odlg¢iilen sistolik kan basinci (SKB) ve kalp hizi (KH)
degerleri. intraperitonal SF enjeksiyonundan énce ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve
KH (B) élglilmustiir. SF: Serum Fizyolojik, T.O: Tedavi Oncesi.
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Sekil 14. Sigcanlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde sistolik kan
basinci (SKB) ve kalp hizi (KH) degerleri. LPS (10mg/kg, i.p.) enjeksiyonundan énce
ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve KH (B) dlglilmustir. LPS: Lipopolisakkarit, T.O:
Tedavi 6ncesi *T.O'den farkl (Tekrarlayan dlgiimlerde tek-yonli varyans analizi, post hoc
Dunnett; ***p<0.0001).
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Sekil 15. Siganlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde 0.1mg/kg
ozon uygulamasinin (Tedavi-1) sistolik kan basinci (SKB) ve kalp hizi (KH) lizerine
etkileri. LPS (10mg/kg, i.p.) enjeksiyonundan énce ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve
KH (B) olcliimustir. 1. saatte ozon (0.1mg/kg, i.p.) enjekte edilmigtir. LPS:
Lipopolisakkarit, T.O: Tedavi éncesi. *T.O'den farkli (Tekrarlayan élgiimlerde tek-yonlii
varyans analizi, post hoc Dunnett; *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.0001).
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4 1.4 Tedavi-2 (0.3 mg/kg Ozon) Grubunun SKB ve KH Sonuclari

LPS uygulamasi ile endotoksemik sok olusturulan deney
grubunda ortalama SKB’da gd6zlenen digsus 0.3mg/kg (i.p.) ozon ile geri
cevrilememigstir. Ancak, LPS uygulamasi ile endotoksemik sok olusturulan
deney grubunda ortalama KH’'da gobzlenen artis 0.3mg/kg ozon ile geri
cevrilmis ve Olculen ortalama KH degerlerinde bir miktar artis gozlense
bile tedavi 6ncesine gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(Sekil 16).

4 1.5 Tedavi-3 (1 mg/kg Ozon) Grubunun SKB ve KH Sonuclari

LPS uygulamasi ile endotoksemik sok olusturulan deney
grubunda ortalama SKB'da gdzlenen dusis 1.0 mg/kg (i.p.) ozon ile geri
cevrilememigtir. Aksine ozondan bir saat sonra dlgllen ortalama SKB 1.
saatte olgllenden disuk bulunmustur. 1, 2, 3 ve 4. saatte olgllen ortalama
KH degerleri LPS uygulamasi ile endotoksemik sok olusturulan deney

grubunda oldugu gibi tedavi 6ncesine gore yuksek bulunmustur (Sekil 17).

4 1.6 Ozon (1 mg/kg Ozon) Grubunun SKB ve KH Sonuclari

Tek basina ozon tedavisinin etkilerini gormek amaciyla
uyguladigimiz en yuksek dozu olan 1.0 mg/kg ozon (i.p.) uygulandiginda
tedavi oncesi ve sonrasinda oOlgulen ortalama SKB degerlerinde anlamli
degisiklige neden olmamistir. Ozon uygulamasindan sonra 3. saatteki
ortalama KH degeri tedavi 6ncesi ve ozon uygulamasindan sonra 1. saate

gore daha disuk bulunmustur (Sekil 18).
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Sekil 16. Sigcanlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde 0.3mg/kg
ozon uygulamasinin (Tedavi-2) sistolik kan basinci (SKB) ve kalp hizi (KH) iizerine
etkileri. LPS (10 mg/kg, i.p.) enjeksiyonundan énce ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve
KH (B) olctlmastar. 1. saatte ozon (0.3mg/kg, i.p.) enjekte edilmistir. LPS:
Lipopolisakkarit, T.O: Tedavi éncesi. *TO'den farkli (Tekrarlayan olglimlerde tek-yonli
varyans analizi, post hoc Dunnett; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001).
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Sekil 17. Siganlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde 1.0mg/kg
ozon uygulamasinin (Tedavi-3) sistolik kan basinci (SKB) ve kalp hizi (KH) iizerine
etkileri. LPS (10mg/kg, i.p.) enjeksiyonundan once ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve
KH (B) olctlmastar. 1. saatte ozon (1.0mg/kg, i.p.) enjekte edilmistir. LPS:
Lipopolisakkarit, T.O: Tedavi oéncesi. *T.O'den farkli, ®1.saatten farkli (Tekrarlayan
dlctimlerde tek-yonlii varyans analizi, post hoc Dunnett; ***p<0.0001, ®p<0.05).
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Sekil 18. Tek basina ozon uygulamasinin sistolik kan basinci (SKB) ve kalp hizi
(KH) uzerine etkisi. SF enjeksiyonundan 6nce ve 1, 2, 3, 4 saat sonra SKB (A) ve KH
(B) élglilmistir. 1. saatte ozon (1.0 mg/kg, i.p.) enjekte edilmistir. T.O: Tedavi dncesi.
*TO'den farkli, *1.saatten farkli (Tekrarlayan olgimlerde tek-yonli varyans analizi, post
hoc Dunnett; **p<0.05).
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4.2 Deney Gruplarindaki Siganlarin Plazmalarinda Olgiilen

Biyokimyasal Parametreler

4.2 1 Plazma Nitrik Oksit Duzevyleri

LPS (10mg/kg, i.p.) uygulanan grupta plazma NO duzeyleri
kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek
bulunmustur. Tek basina ozon verilen grupta olgtilen NO degerleri hem
kontrol grubundan hem de LPS grubundan istatistiksel anlamli olarak
dusuk bulunmustur. Endotoksemik sok gruplarinda LPS ile artan NO
duzeylerinin doz badimli olarak ozon tedavisi ile kontrol duzeylerine

dustigu anlaml olarak gézlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Siganlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde ozon tedavisi
sonucunda elde edilen plazma NO degerleri. Kontrol grubuna (SF), LPS grubuna LPS
(10mg/kg, i.p.), Tedavi 1, 2 ve 3 gruplarina LPS den 1 saat sonra sirasi ile 0.1, 0.3 ve
1.0mg/kg ozon uygulanmistir. Tek basina ozon grubuna SF’den 1 saat sonra 1.0mg/kg
ozon uygulanmistir. SF: Serum Fizyolojik, LPS: Lipopolisakkarit, NO: Nitrik Oksit. *Kontrol
grubundan farkl (p<0.05), & ps grubundan farkl (p<0.01) (student t test).

61



4 2.2 Plazma Asimetrik Dimetil Arjinin DUzeyleri

Kontrol (SF) grubunda, LPS (10mg/kg, i.p.) grubunda ve tek
basina ozon verilen grupta olgulen ADMA degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmamistir. Doz bagimli olarak ozon tedavisi verilen
gruplarda gozlenen ADMA degerlerindeki artis da istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Sicanlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde farkh
dozlarda ozon tedavisi sonucunda elde edilen plazma ADMA degerleri. Kontrol
grubuna (SF), LPS grubuna LPS (10mg/kg, i.p.), Tedavi 1, 2 ve 3 gruplarina LPS den 1
saat sonra sirasi ile 0.1, 0.3 ve 1.0mg/kg ozon uygulanmistir. Tek basina ozon grubuna
SF’den 1 saat sonra 1.0mg/kg ozon uygulanmistir. SF: Serum Fizyolojik, LPS:
Lipopolisakkarit, ADMA: Asimetrik dimetilarjinin.
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4.2.3 Plazma Total Antioksidan Kapasitesi

LPS (10mg/kg, i.p.) uygulanan grupta plazma TAK dizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh sekilde dusuk
bulunmustur. Tek basina ozon verilen grupta 6lgulen TAK degerleri kontrol
grubundan istatistiksel anlamh olarak farkli bulunmamistir. Endotoksemik
sok gruplarinda LPS ile disen TAK dlzeylerinin ozon tedauvisi ile kontrol

dizeylerine yukseldigi anlamli olarak gézlenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Siganlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok modelinde farkh
dozlarda ozon tedavisi sonucunda elde edilen plazma TAK degerleri. Kontrol
grubuna (SF), LPS grubuna LPS (10mg/kg, i.p.), Tedavi 1, 2 ve 3 gruplarina LPS den 1
saat sonra sirasi ile 0.1, 0.3 ve 1.0mg/kg ozon uygulanmistir. Tek basina ozon grubuna
SF’'den 1 saat sonra 1.0mg/kg ozon uygulanmigtir. SF: Serum Fizyolojik, LPS:
Lipopolisakkarit, TAK: Total Antioksidan kapasite. *Kontrol grubundan farkli (p<0.01)
*LPS grubundan farkli (p<0.01) (student t test).
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5. TARTISMA

Sepsis sonucu ortaya c¢ikan septik sok tablosunun,
organizmanin kaninda canli bakterilerin bulunmasi (bakteriyemi) sonucu
enfeksiyon kaynagi olan mikroorganizma tarafindan uretilen toksinlere
veya bu mikroorganizmanin toksik pargalanma UrUnlerine Kkarsi
organizmanin verdigi siddetli sistemik inflamatuvar yanit olarak kabul

edilmektedir®.

Olimle sonuglanabilen septik sok patojenezi oldukca
karmasgiktir. Gram negatif bakteri membranlarinda bulunan LPS’nin immun
sistemi asiri uyarmasiyla ortaya c¢ikan proinflamatuvar sitokin ve
interferonlar, koagulasyon kaskadi basta olmak Uzere birgok biyokimyasal
yolagin uyariimasina neden olmaktadir. Septik sok sirasinda nitrik oksit
sentazin induklenebilir izoformunun (iINOS, NOS,) aktivasyonu sonucu
asiri miktarda saliverilen nitrik oksit (NO) arteriyal hipotansiyona neden
olmaktadir*®”* Endojen bir molekiil olan ADMA, NOS’un non-selektif,
kompetitif inhibitéradar. Siddetli sepsisli hastalarin plazmasinda gittikge
artan duzeyde ADMA tespit edilmistir. Ayrica ADMA duzeylerinin organ
yetmezligi gelisme riski, vazopresoér ihtiyac, laktik asidoz, TNF-a ve IL-6
dizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir®®'?®. Sicanlarda LPS ile olusturulan
endotoksemik gokta ve tedavi amaciyla intraperitoneal ozon
uygulamalarinda ortaya ¢ikan kan basinci ve kalp hizi degisiklikleri ile
buna paralel olarak plazmada NO, TAK ve ADMA duzeylerindeki

degisiklikler bu tez kapsaminda incelenmistir.

Son yillarda yapilan galismalarda sepsis/SIRS ve ARDS’de
meydana gelen vaskuler patolojilerde inflamatuvar hicre adezyonunu
dizenlemesi ve direkt endotelyal hasar nedeniyle ROT ve RNT’nin énemli

katkisi bulundugu gosteriimistir’. SIRS veya septik soklu hastalarda
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antioksidan kapasitedeki azalma ve reaktif oksijen turlerindeki artmanin

goklu organ yetmezligine neden oldugunu gésterilmigtir' %",

Sepsis  patofizyolojisinin  ardinda yatan olaylar ve
mekanizmalar son yillarda artan bir hizla ortaya c¢ikariimaktadir. Bu
mekanizmalari hedef alan cgesitli spesifik tedaviler ya basarisizlikla
sonuglanmig ya da farkh klinik uygulamalarda farkli sonuglar vermesi
nedeniyle rutin tedavide yerini alamamistir. Tedavinin  kendi
basarisizliginin yani sira sepsisli hastalarin oldukga heterojen (yas, altta
yatan durum, enfeksiyon odagi, hastaneye basvuru sirasinda hastaligin

bulundugu asama) olmasi da sonuglari etkilemektedir'®”.

Daha ¢ok antimikrobiyal etkisiyle taninan ozonun, bunun yani
sira doku oksijenasyonunu artirici, bagisiklik sistemini uyarici, antioksidan
enzim aktivitesini artirici 6zelliklerinin de oldugu gunumuzde bilinmektedir.
Ozon; oksidatif stres, azalmis antioksidan savunma, doku hasarinin eglik
ettigi bircok hastalikta basarili ve tekrarlanabilir sonuclar vermektedir'®.
Proflaktik amacgli ozon tedavisi gesitli deneysel sepsis c¢alismalarinda
olumlu sonuglar vermistir'® %', Fakat sepsisin ne zaman ortaya cikacagi
ongorulememektedir. Klinik uygulanabilirligi agisindan bu c¢alismada

ozonun tedavi edici etkilerinin olup olmadigi arasgtirilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgulara gore siganlara periton
icine SF uygulamasi kan basinci ve kalp hizlarinda doért saat boyunca
herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Diger yandan, sig¢anlara
endotoksin (LPS, i.p.) uygulanmasinin ardindan birinci saatten baslayarak
dorduncu saate kadar belirgin olarak kan basinci degerleri azalmis ve kalp
atm hizlarn artmistir.  Bu sonuglar uygulanan deneysel modelde
endotoksemik sokun olusturuldugunun goéstergesi olarak kabul edilmigtir.

NO duzeylerindeki artmaya paralel olarak meydana gelen kan basinci
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dususu, kalp hizi artigiyla kompanse edilmeye cgalisiimistir. Elde ettigimiz
bu veriler Ciiez ve arkadaslarinin'? endotoksin ile sicanlarda
olusturduklari endotoksemik sok modelindeki kan basinci dususu ve kalp

atim hizi yukselmesiyle uyumluluk gostermektedir.

Ug farkl dozda (0.1, 0.3 ve 1.0 mg/kg periton igine) ozon
uygulamasinin LPS ile endotoksemik sok olusturulan siganlarda kan
basinglari ve kalp hizlari Uzerine etkileri incelendiginde tim dozlarda ve
zamanlarda LPS ile olusan kalp atim hizindaki artigi geri gevirememistir.
Ayrica endotoksemik sok olusturulmus siganlarda bu U¢ dozda
intraperitonal ozon uygulamasinin hipotansiyonu duzeltici etkisinin ortaya
cikmadigi gézlenmistir. Diger yandan tek basina 1.0 mg/kg ozon periton
icerisine verildiginde siganlarin ortalama kan basinglari ve ortalama kalp
hizlarinda Uguncu saat hari¢ olmak Uzere herhangi bir degdisiklige neden
olmadidi gozlenmistir. Tek basina 1.0 mg/kg ozon i.p. verildikten sonra
Uglncu saatte ortalama kalp hizinda anlamli bir dugme goézlenmis, daha
sonra bu dugsme de ortadan kalkmistir. Bu durum ayni saatte istatistiksel
anlamli olmamakla birlikte ortalama kan basing¢larindaki hafif yukselmeye

refleks olarak olustugu dusunulebilir.

Endotoksemik sok olusturulan grupta plazma TAK duzeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh sekilde dusuk
bulunmustur. Kaymak ve arkadaslar’™® da sicanlarda E.coli
inokulasyonundan 6 saat sonra serumda total antioksidan kapasitenin
azaldigini gézlemlemiglerdir. Bu sonuglar bizim galismamizla uyumludur.
LPS verilen gruplara periton igcine ozon uygulamasi ile her U¢ dozda da
TAK degerlerinin  kontrolden farkli olmadigi bulunmustur. Sonuglar
incelendiginde, ozon tedavisinin LPS uygulamasiyla azalan total
antioksidan kapasiteyi artirma egiliminde oldugu anlagiimaktadir. Fakat
LPS grubu ile tedavi gruplarinin TAK degerleri acisindan istatistiksel
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olarak anlamlihk sadece 1.0 mg/kg ozon igeren dozda gozlenmistir.
Guanche ve arkadasglari'* fekal materyalin intraperitonal enjeksiyonu ile
olusturduklari sepsis modelinde total antioksidan kapasitenin azaldigini ve
ozon ile yapilan Onkogullama sonucu bu duzeylerin arttigini
gbzlemlemislerdir. Rodriguez ve arkadaslari'® farelerde farkli dozlarda
ozonla oOnkosullama yapilmis ve ardindan intraperitonal yoldan E.coli
endotoksini enjeksiyonu ile endotoksik sok olusturmustur. Endotoksik
sokta artan hepatik TBARS dluzeyi ozon dnkosullamasiyla azalmig, sokta
azalan hepatik glutatyon peroksidaz aktivitesi ise ozon tedavisi sonucu

artmistir. Bu veriler bizim sonuglarimizla uyumluluk géstermektedir.

Endotoksemik sok olusturulan LPS grubundaki si¢anlarin
plazma nitrik oksit duzeylerinde meydana gelen artma, ozon
uygulamasiyla azalma egilimi gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak
anlamlihk gézlenmemistir. Tek basina ozon uygulanan grupta nitrik oksit
duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Bu durum
sicanlarda periton igine ozon uygulamalarinin nitrik oksit duzeylerini
azalma yonunde etkiledigini gostermektedir ve olumcul hipotansiyonun
nedenlerininden biri olan plazma NO artisinin geri c¢evrilmesinde rol
alabilecegini distindirmektedir. Alvarez ve arkadaslarinin™® farelerde
intraperitonal E.coli endotoksini enjeksiyonuyla olusturdugu endoksik sok
modelinde de benzer olarak artan nitrit dUzeylerinin, ozon

onkosullamasiyla azaldigi gozlemlenmisgtir.

TNF-a ve IL-1 septik sokta rol oynayan temel

mediyatorlerdir'3"138

. TNF-a’nin ise iNOS sentezini guglu bir sekilde
indUkledigi bilinmektedir. Zamora ve arkadaglari ozon 6n tedavisinin
endotoksik sokta TNF-a saliverimesini azalttigi goézlemlemistir'?®. Bu
durum, ozon tedavisiyle gézlemlenen NO dizeylerindeki azaligin, TNF-a

inhibisyonu nedeniyle iINOS Uzerindeki indukleyici etkinin ortadan kalkmasi
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sonucu olustugunu disiindiirmektedir. Oztas ve arkadaslari™ tarafindan
INOS inhibisyonunun akut nekrotizan pankreatitte ozonun terapdtik
etkindigini azalttigini gézlemlemesi, ozonun NO Uzerindeki etkisine iINOS

inhibisyonunun aracilik ettigi digtuincesini desteklemektedir.

Calismamizda plazma ADMA duzeylerinde ise gruplar
arasinda farkhlik gdézlenmemistir. Bu durum endotoksik sokta artmis
plazma nitrik oksit dizeylerinin ADMA aktivitesinden bagimsiz oldugunu
dusundurmektedir. Sepsiste duzeyleri artmig olan sUperoksit radikalleri ve
nitrik oksitin olusturdugu peroksinitritin, ADMA’nin yikilimindan sorumlu
olan enzimi inhibe ederek ADMA akumulasyonuna neden olduguyla ilgili
¢alismalar olmasina ragmen bizim bulgularimizda ADMA akumulasyonu

giizlenmemi§tir1 0

Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, endotoksemik
sokta ozon tedavisinin kan basinci ve kalp hizlari Gzerine anlamli iyilegtirici
etkilerinin olmadigini gosterse de bazi biyokimyasal parametreler Uzerine
duzeltici etkilerinin olabilecegini dusundurmektedir. Zira ozellikle artmis
NO ve azalmisg TAK doku hasari ve organ fonksiyon bozuklugunda rol olan
en onemli faktorlerdendir. Daha sonra yapacadimiz calismalarda ozon
tedavisinin bu faktdrler Uzerindeki etkilerinin organ hasarlari, TNF-a
dizeyi, doku laktat dlzeyi, mortalite ve tedavi prognozu agisindan
degerlendirmelerinin yapilmasi planlanmaktadir. Fakat uygun dozun
saptanmasi igin 1 mg/kg’'in Uzerindeki dozlarda ozonun kullanildigi bir

calisma yapilmasina ihtiya¢ oldugu anlasiimaktadir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda sicanlarda Escherchia Coli endotoksini
kullanilarak endotoksik sok modeli olusturulmustur. Ardindan siganlara
antimikrobiyal, doku perfuzyonunu artirici, biyolojik antioksidanlari aktive
edici etkili bir molekul olan ozon farkli dozlarda (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg)
uygulanmig ve bozulmus olan fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri
duzenleyici etkisi olup olmadigi arastiriimistir. Bu amagla kan basinci, kalp
hizi, plazma nitrik oksit ve asimetrik dimetil arjinin duzeyleri ile plazma
total antioksidan kapasitesi olgulmus ve kontrol grubu verileriyle

karsgilastiriimistir.

Elde edilen bulgular, endotoksemik sokta ozon tedavisinin
kullanilan doz ve zaman araliginda kan basinci ve kalp hizlar Uzerine
anlamli iyilestirici etkilerinin olmadigini gosterse de NO, TAK gibi bazi
biyokimyasal parametreler Uzerine duzeltici etkilerinin olabilecegini
disundirmektedir. Zira o6zellikle NO ve TAK bozulan hemodinamik
gostergelerde rol alan en 6nemli faktérlerdendir. Daha sonra yapacagimiz
¢calismalarda ozon tedavisinin bu faktorler Gzerindeki etkilerinin organ
hasarlari, mortalite ve tedavi prognozu acgisindan degerlendirmelerinin
yapilmasi planlanmaktadir. Ozon tedavisinde uygun dozun saptanmasi
icin 1 mg/kg'in Uzerindeki dozlarda ozonun kullanildigi bir calisma
yapilmasina, etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin ise TNF-a, H.S gibi
farkh biyokimyasal parametrelerin degerlendiriimesine ihtiya¢ oldugu

anlasiimaktadir.
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7. OZET

SICANLARDA ENDOTOKSIN ILE OLUSTURULAN SOK MODELINDE
OZON TEDAVISININ ETKILERININ INCELENMESI

Gulncel sepsis tedavisi; hipoperfuzyon ve hipotansiyon gibi
komplikasyonlarin giderilmesini ve enfeksiyon kaynaginin kontrolunu
hedeflemektedir. Bu mudahalelere ragmen sepsis halen ylksek mortalite
oranina sahip bir hastalik olma &zelligini korumaktadir. Sepsisin kesin
tedavisine yodnelik yogun calismalar henuz umut vaadeden sonuglar

vermemistir.

Bu calismada oncelikle tum siganlarin sistolik kan basinglari
(SKB) ve kalp hizlan (KH) tail-cuff yontemi ile oOlgulmugtir. Ardindan
kontrol grubuna serum fizyolojik, tedavi gruplarina lipopolisakkarit (LPS)
(10mg/kg, i.p) uygulanmistir. Birinci saatte tedavi gruplarina (0.1, 0.3, 1.0
mg/kg, i.p) ve ozon grubuna (1.0 mg/kg, i.p) ozon uygulanmigtir. Deney
sonunda hayvanlar sakrifiye edilmis ve ardindan toplanan plazma
orneklerinde nitrik oksit (NO), asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve total

antioksidan kapasite (TAK) duzeyleri dlgliimustir.

Kontrol ve ozon gruplarinda tedavi oncesi ve sonrasi SKB ve
KH degerlerinde anlamh bir fark gb6zlenmemistir. Siganlara LPS
uygulanmasiyla olusan SKB’lerdeki dusus ve KH’lerdeki ylkselme
istatistiksel olarak anlamhdir. Ozon uygulamasi, LPS ile ortaya cikan
SKB’lerindeki disus ve KH'lerindeki yukselmeyi geri dondirememigtir.
Ancak LPS enjeksiyonu ile total antioksidan kapasitede olusan azalma,
1.0mg/kg ozon dozunda geri gevrilmigtir. LPS grubunda ylkselen plazma
NO dizeyleri ozon tedavisi (0.1 mg/kg, i.p.) ile tersine gevrilmigtir. Gruplar
arasinda plazma ADMA dizeyleri farkhlik géstermemistir.
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Endotoksik sok modelinde ozonun NO ve TAK dulzeylerini
geri gevirmesi nedeniyle, sonuglar bu modelin klinik kargihgi olan sepsiste
biyokimyasal parametreleri duzenlenmesi agisindan yararli olabilecegini

dusundurmasgtar.

Anahtar Kelimeler: Endotoksik sok, ozon tedavisi, NO, TAK, ADMA, sican.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF OZONE TREATMENT IN
ENDOTOXIN INDUCED SHOCK MODEL IN RATS

Current treatment of sepsis aims for resolving complications
as hypoperfusion and hypotension, and for controlling infection source.
Despite these interventions, sepsis keeps being disease with high
mortality rates. Intensive studies for definitive treatment of sepsis haven’t

given promising results yet.

In this study, firstly systolic blood pressures (SBP) and heart
rates (HR) of rats measured with tail-cuff method. Then, saline and
lipopolysaccaride (LPS) (10 mg/kg, i.p) applied to control and treatment
groups, respectively. At the first hour, ozone applied to treatment groups
at three different doses (0.1, 0.3, 1.0mg/kg, i.p.) and to ozone group (1.0
mg/kg, i.p). SBP and HR were measured at 1st, 2nd, 3rd and 4th hours. At
the end of the experiment, animals were sacrified and levels of nitric oxide
(NO), asymmetric dimethylarginine (ADMA) and total antioxidant capacity
(TAC) were measured in plasma samples that were collected from

animals.

In control and ozone groups, before and after the treatment
no significant difference observed in SBP and HR values. Descrease in
SBP and increase in HR occured with LPS were statistically significant
and ozone application did not reverse this changes. However reducement
in TAC and increasement in NO levels occured with LPS reversed by
ozone at 1 mg/kg and 0.1 mg/kg doses, respectively. Plasma ADMA levels
did not show any difference between groups.
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Due to reversing the changes in NO and TAC levels in
endotoxic shock model, results suggest that ozone might be useful to
correct the biochemical changes in sepsis that clinical counterpart of this

model.

Keywords: Endotoxic shock, ozone treatment, NO, TAC, ADMA, rat.
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