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GIRIS ve AMAC

Sepsis mortalitesi halen ¢ok yiiksektir ve yeni tedavi arayislar stirmektedir [1, 2, 3].
Sepsis Oncesi intraperitoneal ozon (O;) gazi uygulamasinin sepsise bagli olusan
hiperinflamasyonu azaltabildigi ve boylelikle sag kalim oranlarini arttirdigi daha onceki

caligmalarda gosterilmistir [4].

Ozonun kabul edilen ilk tibbi kullanim1 1915 yilinda Birinci Diinya Savasi sirasinda
Alman askerlerinin gangren ve benzeri ciddi yaralanmalarinin tedavisidir [5, 6]. O3 gazi
klinikte intravendz, intramuskuler, intraartikiiler, intraplevral, intrarektal, intradiskal ve
deneysel aragtirmalarda intraperitoneal uygulanabildigi gibi topikal de uygulanabilmektedir
[7, 8, 9]. Basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan hepatitlere kadar uzanan genis bir araliktaki
cesitli enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde klinikte etkin olarak uygulanmaktadir [10—12].
Lomber disk hernisi olan hastalara oksijen/ozon karigimi disk i¢ine enjeksiyonla
uygulanmigtir ve gerek hasta memnununiyeti gerekse medikal olarak yapilan degerlendirmede

bu tedavinin yararh oldugu goriilmiistiir [13].

O3 gazi invitro ortamda gii¢lii antimikrobiosidal aktiviteye sahiptir [4]. Bunun yam
sira ozon bir ¢ok inflamatuvar olayda in vivo modiilasyon veya regiilasyon yapmaktadir.
Ozonun immun sistem tizerindeki etkileri arasinda peritoneal ve alveolar makrofajlarin
fagositik aktivitesinin modiilasyonu da bulunmaktadir [4], bu fagositik etki toksin veya
bakterilere kars1 ilk defanst olusturur. Os; gazinin etkileri arasinda farkli abdominal
organlardaki (6rnegin dalak ve karaciger) sitokinlerin salinimi ve iiretimini modiile etmek de
sayilabilir ve boylelikle ciddi enfeksiyonlara bagli sonuclari etkileyebilir. O3 gazinin
tekrarlayan uygulamalar1 hepatik ve renal iskemik reperflizyon sonrasi salinan serbest

radikallere kars1 toleransta bir artis saglayabilir [4]. Diisiik doz ozonun serbest Oksijen (O,)



radikallerin neden oldugu patofizyolojik degisikliklerdeki katalaz, superoksit dismutaz (SOD)

ve glutatyon peroksidazi i¢eren endojen antioksidan sistemleri arttirdig1 gosterilmistir [4].

O; gaz1 verilmesi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve lipid oksidasyon iiriinleri (LOP)
aktivitesini iki fazda diizenler, erken donemde sirkiilasyonda bu molekiillerin hiicre

reseptorlerine baglanmasini azaltirken, ge¢ donemde potansiyel toksisitesini azaltir [7].

Diisiik dozda verilen O3 gazi transmembrandz O, akimini stimiile ederek glutatyon
peroksidaz, katalaz ve SOD gibi enzimleri indiikler. Bunun sonucunda da mitokondrial O,
kullanimm kolaylastirir. Intraperitoneal O,/O; karigimin uygulanmasinin septik sokun neden

oldugu serbest radikal olusumunu azalttig1 gosterilmistir [8].

Bu aragtirmada deneysel sepsis modeli olusturulan ratlarda intraperitoneal olarak
uygulanan O3 gazi1 6n kosullamasi sonucu antioksidan kapasitede meydan gelen artis, farkli
doku tiplerinde inflamatuvar siirecin baskilanmasi ve histopatolojik degisikliklerin

gosterilmesi amaglamustir.



GENEL BILGILER

SEPSIS

Sepsis enfeksiyona sistemik inflamatuvar cevap ile karakterize kompleks bir
sendromdur. Ciddi sepsis, septik sok ve sepsise bagli organ disfonksiyonlar1 koroner yogun
bakim iiniteleri digindaki yogun bakim iinitelerinde rastlanan o6liimlerin hala en 6nemli
nedenidir [1, 14, 15]. Son derece gelismis yogun bakim ekipman ve destek tedavilerine
ragmen, sepsiste mortalite oranlari % 35’lerde seyretmektedir. Sepsiste multi-organ

yetmezliginin tabloya eklenmesiyle bu oranlarda ciddi artiglar goézlenmektedir [14].

Sepsis tanimlanmasi, tant konulmasi ve tedavisi olduk¢a zordur. Sepsis “konagin
enfeksiyona karsi gosterdigi kontrolsiiz sistemik inflamatuvar yanit”olarak tanimlanir.
Infeksiyona viicudun sistemik inflamatuvar yanit1 ile baslayan sepsis, ciddi sepsis ve septik
soka ve sonunda baslangictaki hasar bolgesinden uzaktaki organlarda once islev bozuklugu,
takiben de organ yetmezliklerinin gelismesine yol agarak hastanin kaybedilmesine neden
olabilir [16, 17]. Ciddi sepsis, septik sok, ¢oklu organ islev bozuklugu sendromu ve ¢oklu
organ yetmezligi gibi sepsisin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan durumlar, sepsise yol acan temel
bozuklugun siiregen olarak ilerlemesi sonucu geligirler ve sepsisin bu siiregen dogasi i¢inde
ortaya ¢ikan daha ileri evrelerini olustururlar. Sepsis ve daha ileri evrelerinin gelismesinde
rol oynayan bu temel patofizyolojik bozukluk, baslangictaki hasar bolgesinden uzakta
bulunan organlarda da gelisen, infeksiyona konagin kontrol altina alinamamais jeneralize bir
inflamatuvar yanitidir ve endojen mediyatorlere bagl olarak gelisir [16, 17]. “Sistemik
inflamatuvar yanit sendromu: SIRS” adi ile bilinen bu jeneralize inflamatuvar yanit eninde
sonunda end-organ islev bozuklugu ve/veya yetmezligi ile sonuglanir. Sepsis ilerledikee,
yani ciddi sepsis, septik sok ve organ islev bozukluklar1 gelistikce mortalite ve morbidite

de artmaktadir [18, 19]. Bu nedenle sepsis tanisinin, olabildigince erken konulmasi



onemlidir. Sok veya organ islev bozuklugu gelismeden tani konulmasi, infeksiyon
kaynaginin hizla aragtirilmasina, antibiyoterapiye erken baslanmasina, cerrahi drenaj veya
debridman gerektiren hastalarda ise drenaj ve debridmanin erken yapilmasina olanak
saglar. Aciktir ki, sepsis ve iligskili durumlarda, yatak basinda hekime hizla tani
konulmasinda yardimci olacak, herkes tarafindan kabul gérmiis tani kriterlerine gereksinim
vardir. Bu tip kriterler ayn1 zamanda, epidemiyolojik calismalar ve diger arastirmalarda
hastalarin ¢alismaya kabul edilmesinde standardizasyon saglanmasi agisindan da gereklidir

[20].

Epidemiyoloji

Sepsis gelisen hastalarda siklikla altta yatan bagka bir hastalik oldugu ve klinik
bulgulardan en az sepsis kadar bu hastalikta sorumlu olabilecegi i¢in sepsisin tanisinin
konmas1 ¢ogu kez giictlir ve insidans1 tam olarak saptanamamaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde sepsis insidansi her yil artmaktadir. ABD’de yayinlanan calismada
1979 yilinda 100.000’de 73,6 iken, 1987 yilinda 100.000’de 175.,9 olarak verilmistir [2].
Diger bir ¢alismada ise ABD’de 1979 yilindan 2000 yilina kadar 10.319.418 sepsis olgusu

izlendigi bildirilmistir ve her y1l 751.000 yeni agir sepsis vakas1 hesaplanmistir [3].

Ulkemizde bir yogun bakim {initesinde 1997 yilinda yapilan bir yillik ¢aligmada
nazokomiyal sepsis orani %33,1, 1999-2002 yillar1 arasinda yapilan caligmalarda ise

nazokomiyal bakteriyemi/sepsis oran1 %12,4-21,5 arasinda bulunmustur [21].

Sepsis olgularmin ¢ogu hastane ortaminda geligmektedir. Tan1 ve tedavi amach
girisimsel teknikler, dis ortama duyarli olan dokular i¢in hasarlayici ortam olugturmakta ve

sepsise zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle infeksiyon riski tasiyan her tiirli girisim sepsis



riskide tagimaktadir. Yogun bakim {initelerinde yatan hastalarin en sik rastlanan 6liim

nedeninin sepsis oldugu bildirilmektedir [22, 23].

Etiyoloji

Septik siireci baglatan mikrobiyolojik etkenlerin bilinmesi, sepsis fizyopatolojisinin
daha iyi anlasilmasi yaninda olasi tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde de Onemlidir.
Viicudun dogal immiinitesi tarafindan algilanan ve taninan bakteri iiriinlerine, patojen-
bagimli molekiiler yapilar (Pathogen-Associated Moleculer Patterns (PAMPs)) denir [24].

Bu yapilar igerisinde en énemlisi lipopolisakkarid (LPS)’dir.

Gram-negatif bakteri hiicre duvarinda var olan LPS (endotoksin olarak da bilinir)
septik siirecin baglamasinda ve ilerlemesinde etkin rol oynar. LPS {i¢ farkli yapidan olusur
[25]. O-polisakkarid zinciri molekiiliin dig yiizeyinde bulunur ve her bakteri tiirii igin
spesifik ozellikler tagir. O-polisakkarid tek basina inflamatuvar bir reaksiyon olusturamaz.
Ancak koruyucu oOzelliklere sahip immiinglobulin M sentezine neden olur. LPS’nin orta
kisminda hegzoz ve heptoz sekerler vardir. Son olarak lipid A kismi LPS’nin etkilerini
olusturan iciincii yapisidir. Lipid A kismu LPS’nin bakteri duvarina yapigmasinda da

onemli rol oynar [26].

Gram-pozitif bakterilerde endotoksin yoktur, ancak hiicre duvarinda peptidoglikan
ve lipoteikoik asit igerir. Bu iki molekiiler yap1 hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanma
yetenegindedir ve inflamasyonu artirici (pro-inflamatuvar) 6zellik gosterir [25]. Baz1 gram-
pozitif bakteri ekzotoksinlerinin septik soka neden olduklart bilinmektedir. En iyi bilinen
ornekleri toksik sok sendromuna neden olan Staphylococcus aureus’un ekzotoksini toksik

sok sendromu toksin—1 (TSST-1) ve Streptococcus pyogenes’in pirojenik ekzotoksinidir.



Bu ekzotoksinler herhangi bir 6n uyar1 olmadan ortaya ¢ikar ve yiiksek mortaliteye neden

olur. Toksik sok sendromlar1 septik sokun en akut ve agir klinik tablolaridir [27].

Gram-pozitif bakterilerin siiperantijenik toksinleri LPS’ye olan asir1 duyarliligi
artirmaktadir. Stafilokoksik bir toksin olan TSST-1’in, tavsanlarda LPS asir1 duyarlhiligim
yaklasik 50.000 kat arttirdign gosterilmistir [27]. Ote yandan, LPS’nin TSST-1 ile es
zamanl enjeksiyonu, her birinin tek basina enjeksiyonundan daha fazla oranda tiimor
nekroz faktorii (TNF) salinimia neden olmaktadir. Bu nedenle herhangi bir hastada var
olan enfeksiyon gram-pozitif bakteriler nedeniyle ortaya ¢ikmis olsa dahi LPS’lerin olasi

etkileri goz ard1 edilmemelidir [26].

Deneysel aragtirmalarda diger bazi bakteri iiriinlerinin de proinflamatuvar etki
gostererek sok benzeri tablo olusturabildikleri gosterilmistir. Flagellin ve curli gibi hiicre

duvar iirtinleri bunlara 6rnek olarak verilebilir [28, 29].

Tammlar

Sepsis ve benzeri tablolar i¢in tanimlama ve derecelendirme yapmak zordur. Bu
konudaki bilgilerimiz arttikga yeni tanimlamalar, eklemeler ve c¢ikarmalar yapilmasi

gerekecektir.

Sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS); organizmanin hasara gdsterdigi abartili
yanittir [16]. Bir dizi enfeksiyon ve enfeksiyon dis1 etken SIRS benzeri bir tabloya neden
olabilir [30]. SIRS terimi “septik” gibi gorlinen fakat infekte olmayan hastalarin, sepsisten
farkli bir sekilde tanimlanabilmesi i¢in Onerilmistir. SIRS, bir “tetikleyici-mediyator-yanit”
dizisinden olusur. ACCP/SCCM Consensus konferansinin 1992 yilinda yaptig1 agiklama da
enfeksiyon kaynakli SIRS sepsis olarak tanimlanmustir. Diger taraftan agir sepsis organ

disfonksiyonu, septik sok yeterli sivi replasmanina ragmen arteryel hipotansiyon olarak



tanimlanmistir. Bu bildiri SIRS’1n genel veya lokal tetiklenebilecegini fakat travma, yanik,
akut pankreatit vs. gibi enfeksiydz olmayan durumlardan da tetiklenebilecegini dngoriir. Buna
gore tani kriterleri tanimlanmustir, iki veya daha fazla tanmi kriteri varligi SIRS olarak kabul

edilir [16].

1. Viicut sicakligr >38 °C veya <36 °C;
2. Kalp atim sayis1 dakikada >90
3. Hiperventilasyon dakikadaki solunum sayis1 >20 veya PaCO, <32 mmHg

4. Beyaz kiire say1s1 >12000 UL veya <4000 UL

Bu kriterlerin bir takim avantaj ve dezavatajlar1 bulunmaktadir ki, bunlar;

Avantajlar

Neredeyse 100% sensitif

—  Inflamatuvar durumu gosterir

— Kullanilabilir bir iletisim aracidir

— Klinik deneyimlerle iliskili sepsis icerik kriteri olarak kullanilmigtir

— SIRS kriterleri ne kadar fazlaysa sepsis hastalarindaki 6lim orani da o kadar artis

gostermektedir.

Dezavantajlar

— Altta yatan temel problemi anlamamiza yardimci olmaz
— Sepsis markirt olarak SIRS yiiksek sensitiftir fakat spesifik degildir: Yogun bakim iinitesinde

yatan hastalarin 65% i herhangi bir zamanda SIRS olmaktadir.

Uluslararas1 Sepsis Tanimlama Konferans1t 2001 de, sepsis tanisinin dogrulugunu

arttirmak amaciyla yukaridaki tanimi gelistirmeye c¢aligmistir. SIRS konseptinin gecerli



olmasina ragmen gelecekte daha iyi epidemiyolojik bilgilerle desteklenmesi durumunda
biyokimyasal ve/veya immiinolojik kullaniminin miimkiin olacagini énermistir. inflamatuvar
cevabin tanimlanmasinda klinik kriterlerden daha kesin bir sekilde kullanilabilecegini
bildirmistir. Enfeksiyon mikroorganizma tarafindan olusturulmus patolojik bir proges olarak
tanimlanmistir. Buna gore sepsis i¢in Tablo 1°de siralanan degiskenler belirlenmis ve bu
tablodaki kriterlerden birkacini sergileyen, siiphelenilen veya belgelenmis enfeksiyonlu

hastalarin tanimlanmasinda kullanima girmistir [31, 32].

Tablo 1. Sepsis icin tanisal kriterler [32]
Genel Degiskenler
e Viicut 1s1s1 >38,3°C veya <36°C
e Kalp hiz1 >90/dk veya yas i¢in normal degerin lizerinde >2sd
e Takipne
e Mental durum degisikligi
e Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saat i¢ginde >20 ml/kg)
e Diyabet olmaksizin hiperglisemi (kan sekeri > 120 mg/dl)

Inflamatuvar Degiskenler

e Lokositoz (BK sayist > 12000 )

e Lokopeni (BK sayis1 <4000 )

e > 9% 10 immatiir formlarla birlikte normal BK sayis1

e Plazma C-reaktif protein normal degerin > 2 SD {izerinde

e Plazma prokalsitonin normal degerin > 2 SD iizerinde
Hemodinamik Degiskenler

e Arteryel hipotansiyon (SKB<90mmHg, OAB<70mmHg veya erigkinde >40mmHg
SKB azalmasi veya yas i¢in olan normal degerin <2 SD altinda olmast)

e SvO,>70

e CI>35L/dk/m’

Organ Disfonksiyonu Degiskenleri

e Arteryel Hipoksemi (PaO,/Fi0, <300)

e Akut Oligiiri (idrar debisi <0,5 ml/kg/sa)

e Kreatinin artig1 >0,5mg/dl

e Koagiilasyon Bozuklugu (INR>1,5 veya aPTT >60sn)
e Ileus (Barsak seslerinin yoklugu)

e Trombositopeni (<100.000/ul)



e Hiperbiluribinemi (plazma biluribin >4mg/dl)
Doku Perfiizyonu Degiskenleri

e Hiperlaktatemi (>1mmol/L)
e Kapiller dolumun azalmasi veya beneklenme
SKB : Sistolik kan basinct  OAB : Ortalama arter basinci BK : Beyaz Kiire

Sepsis; infeksiyonla birlikte SIRS varligidir. 2001 yilindaki uzlasi toplantisinda
infeksiyon; normalde steril olan bir doku, sivi veya viicut kavitesinin patojenik veya
potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalar tarafindan invazyonu olarak tanimlanmistir

[32].

Agir sepsis; organ yetmezligi veya fonksiyon bozuklugu/kaybi ile seyreden sepsistir.
Agir sepsis koroner yogun bakim iiniteleri disindaki yogun bakim iinitelerindeki en sik 6liim

nedenidir [30].

Septik sok; sepsiste olan bir hastada baska bir nedene bagli olmayan ve siv1 tedavisine
yanitsiz hipotansiyon olarak tanimlanirken, sepsisteki hipotansiyon ise sistolik arteryel
basincinin 90 mmHg nin altinda olmasi, ortalama arteryel basincinin 70 mmHg’ nin altinda
olmas1 veya kan basincinin normal degerinden 40 mmHg kadar diismesi olarak tanimlanir.
Sepsisin indiikledigi doku hipoperfiizyonu septik sokta laktat seviyesinin artmasi veya oligiri

ile tanimlanir [33].

Sepsis hastalarinda tablo agirlastik¢a organ fonksiyon bozukluklar: bir diger sdylemle
organ yetmezlikleri gelisir. Eger birden fazla organ sistemi fonksiyonlarin1 kendiliginden

gerceklestiremiyorsa ¢oklu organ yetmezliginden bahsedilir [34].

Patogenez

Sepsis esas olarak, konak organizmanin, normalde steril dokularin, sivilarin veya

viicut bosluklarinin  patojen veya potansiyel patojen mikroorganizmalar tarafindan



invazyonuna karsi verdigi sistemik maladaptif yanittir. Yakin zamana dek sepsis, sonugta
hiicresel hasara ve makro/mikro dolasimin bozulmasina yol acan hiperinflamasyon ve
hiperkoagiilasyon = durumu olarak kabul edilmekteydi. Ancak, bagisik yanitin
diizenlenmesinde, antiinflamatuvar bir fenotipe dogru kayma lehine bozulma ve firsatci
patojenlerin viriilansin1 aktive eden hiicrelerde fenotipik degisiklikler de en azindan bunun
kadar Onem tasimaktadir. Sepsiste konagin pasif olmadigi, endojen inflamatuvar
mediyatorlerin organ hasarlanmasindaki rolleri, noninfeksiydz tetiklenmelerle de aym
inflamatuvar yanitin ortaya ¢ikabildigi ve infeksiyon eradike edilse bile klinik yanitin
stirebildigi saptanmustir. Sepsis kriterleri i¢inde tanimlanan hasta grubunun tedaviye ayni
sekilde yanit vermeyen, heterojen bir grup oldugu sonucuna yillar i¢inde varilmis ve genetik

polimorfizmlerin mortaliteyle iliskileri ortaya konmaya baslanmigtir [35].

Bazi 6nemli antioksidan savunma sistemleri glutatyona dayanmaktadir. Glutatyon,
indirgenmis halde iken insan hiicrelerindeki en onemli hiicre i¢i antioksidandir. Sepsiste,
glutatyon depolarinin glutamin ile yer degistirmesinin, organ hasarinin énlenmesinde yararl

bir etki sagladig1 gosterilmistir [35].

Ciddi sepsisin abartilmis inflamatuvar yaniti pro-inflamatuvar sitokinler tarafindan
strdiiriilir. Bu sitokinler, enfeksiyon veya endotoksinlere yanitta monositler tarafindan
iiretilen tiimdr nekroz faktor alfa (TNF—o) ve Interldkin-1 (IL-1)’dir. Sistemik inflamasyonun
ortaya c¢ikmasiyla interlokin-6 (IL-6) salinimi, doku faktoriiniin aktivasyonunu tetikler ve
timor nekroz faktorii-a, dogal antikoagiilanlar1 baskilar. Boylece sepsiste koagiilasyonun
aktivasyonu dogrultusunda bir egilim olusur. Bu da, mikrovaskiiler hasara neden olur.
Sonugta mikrodolasimin engellenmesi, kan akimini azaltarak, dokularin hipoperfiizyonuna ve

organlarda iglev bozukluguna katkida bulunur [35].
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Patofizyoloji

Sepsisteki  fizyopatolojik olaylar olduk¢a karmasiktir. Organizmada goriilen
hemodinamik, metabolik ve immun degisiklikler hiicreler arasi sinyal iletide rol alan

medyatorler ve sitokinler araciligi ile olmaktadir [36].

Lipopolisakkaridin septik siireci baglatabilmesi i¢in konak¢1 hiicrelerinde LPS-
baglayici protein ve CD14 opsonik reseptdriin varligi gerekir [36]. CD14 hiicre membraninda
oldugu gibi (mCD14) dolasgimda da goriilebilir (sCD14). Hiicre yiizeyinde CD14 reseptorii
olmayan dendritik hiicreler, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri gibi hiicreler sCD14 ile etkilesime

girerek LPS ile uyarilir [26, 37].

Mikroorganizma ve konak¢inin ilk karsilagmasindan sonra dogal immun sistemde
humoral ve hiicresel immuniteyi kapsayan yaygim bir aktivasyon baglar. Bu noktada
mononiikleer hiicreler klasik proinflamatuvar sitokinleri salarak (IL-1, IL-6 ve TNF gibi)
kilit rol oynar. TNF ve IL—1 inflamatuvar sitokinlerin prototipini olusturur ve LPS’ye bagh
septik sok tablosunun olusmasinda son derece etkilidir. LPS ortaya ¢ikmasindan 30 ile 90 dk
icerisinde salmir ve ikinci sira sitokinlerin, lipid mediyatorlerin ve reaktif oksijen
metabolitlerinin salinimina neden olur. “High Mobility Group B1 (HMGB1)”, makrofajlarda
tiretilen sitokin benzeri bir yapidir ve TNF ve IL—-1’e gore sepsisin daha ge¢ evrelerinde
ortaya c¢ikar. Bu yapinin bloke edilmesi ile septik soklu deneklerde mortalitede azalma

gosterilebilmistir [37, 38]

Son yillarda sepsis fizyopatolojisinin aydinlatilmasinda en Onemli gelisme
koagiilasyon kaskadinin sepsis silirecindeki Oneminin anlagilmasidir. Sepsiste sitokinler
koagiilasyonu tetikleyici bir etki gosterir. Bu tiir hastalarda koagiilasyon bozukluklarina sik

rastlanir ve hastalarm %30-50’sinde dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIK) gibi ileri
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donem koagiilasyon bozukluklar1 goriliir [39]. Koagiilasyon yollar1 ve mononiikleer ve
endotel hiicrelerindeki doku faktorii, LPS ve diger mikrobiyolojik iiriinler tarafindan aktive
edilir. Doku faktorii daha sonra bir dizi proteolitik kaskadi aktive eder ve protrombin
trombine ve nihayetinde fibrojenden fibrin olusumuna neden olur. Es zamanli olarak normal
fibrinolitik mekanizmalarda da bir yetmezlik s6z konusudur. Bu olaylar sonucunda fibrin
yapiminda net bir artis ve yikiminda azalma s6z konusudur. Boylece kiigiik kan damarlarinda

fibrin tikaglar olusur. Yetersiz doku perflizyonu ve organ yetmezligi gelisir [39].

Sepsiste ortaya ¢ikan asir1 inflamatuvar yanit, zit etki gésteren molekiil, medyator ve

sitokinlerle dengelenmeye, diizenlenmeye calisilir.

Pirojenik ekzotoksin A olusturan grup A, Streptokoklarla olusan bazi infeksiyonlarda
sok, eriskin sikintili solunum sendromu (ARDS), bobrek yetmezligi ve doku hasari goriiliir.
Bu tablo streptokoksik toksik sok sendromu olarak isimlendirilmektedir. Pirojenik ekzotoksin,
insan ve hayvan ¢aligmalarinda, ates olusturmaktadir. Streptokokal pirojenik ekzotoksin A ve
B’nin insan mononiikleer hiicrelerinden TNF—a, IL—1, IL-6 sentezini baslattigin1 gostermistir.
Bu da TNF—a’nin, streptokok toksik sok sendromulu hastalarda ates, sok ve doku hasarinda
onemli mediatdr oldugunu desteklemektedir. Etkisi en iyi bilinen bakteriyel antijen
endotoksindir. Endotoksin mononiikleer fagositleri, endotel hiicrelerini ve diger hiicreleri de

aktive eder. Bu hiicrelerle koagulasyon kaskadi ve kompleman sistemide aktive olur [40].

Sepsiste rol alan hemen hemen biitiin mediatérler damarlar {izerinde etkilidir.
Endotoksin, TNF—a, IL—1, platelet aktive edici faktor (PAF), lokotrienler ve tromboksan A,
(TXA,) endotel permeabilitesini artirir. Ayrica kompleman kaskadinin aktivasyonu da endotel
hasar1 yapar. Komplemanin aktivasyonu damar permeabilitesini direkt veya nétrofilleri aktive
ederek indirek yolla bozar. Ayrica degraniilasyon esnasinda ndtrofillerden toksik oksijen

radikalleri ve lizozomal enzimler agiga ¢ikar. Bunlar entotel permeabilitesini artirir. Damar
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permeabilitesinin artmasi ve endotel hasari, mikrotrombiislerin olusumunu kolaylastirir. Bir
anatomik yerde yeterli endotel hasari olusunca orada organ yetmezligi gelisir. Eger bircok
yerde endotel hasart olusur ise, bu ¢oklu organ yetmezligi ile sonuclanir. Hasar kontrol
edilemez ise metabolik tiiketim gelisir ve hasta oliir. Sepsiste en sik karsilagtigimiz organ

yetmezligi; akciger, bobrek, karaciger ve kalp yetmezligidir [40].

Sepsiste damar permeabilitesinin bozulmasi, trombosit ve notrofil agregasyonu, kiiciik
damarlarda mikrotrombiislerin olusumunu baslatir. Endotoksin, TNF—a, IL-1 ve diger
endojen mediatorler kontakt ve koagiilasyon sistemini aktive eder. Hageman faktoriiniin
aktivasyonu (faktor XII) plazminojeni plazmine ¢evirir ve intrensek koagulasyonu baslatir.
Fibrinojen fibrine doniisiir, bunu pihtilagsma izler. Fibrinolitik aktivite artar. Genellikle sok ile
beraber kontrol edilemeyen koagulasyonun aktivasyonu, tromboz, trombositlerin ve
pthtilasma faktorlerinin (faktor 11, V ve VIII) tiiketimi ile sonuglanan DIK tablosu ortaya
cikar. Klinikte, deri ve mukoza kanamalar1 ile kendini gdsterir. DIK, sepsisli hastalarda
prognozu kétii yonde etkileyen fizyopatolojik bir olaydir. Sepsisli hastalarda 6liim DIK

olanlarda %77, DIK olmayanlarda %32 olarak bildirilmistir [40].

Sepsisteki fizyopatolojik olaylardan biri de septik soktur. Septik sok en fazla gram
negatif bakteriyel sepsislerde goriiliir. Benzer klinik sendrom gram pozitif, bakteriyel, viral,
mantar, mikobakteriyel, riketsia ve protozoer infeksiyonlarda da goriilebilir. Degisik klinik
caligmalarda, gram negatif sepsis, Streptococcus aureus, Streptococcus epidermidis ve

Streptococcus pneumoniae sepsislerinde sok goriilmektedir [40].

Sepsiste agiga c¢ikan mediatorlerin birgogu prostaglandin I,, TXA,, histamin gibi
vazoregiilatordiirler. Son yillarda, sepsiste gii¢lii vazoregiilatuvar rol oynayan iki yeni
mediator tanimlanmistir. Endotelden salinan gevsetici faktor, diiz kasi gevsetir, Endothelin—1

ise kuvvetli vazokonstriiktordiir [40].
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Sepsiste gelisen fizyopatolojik olaylar sonucu vazo aktif mediatorler salinir. Bunlarin
etkisi ile sistemik damar direnci azalir. Bu da dokulara giren kan akiminin azalmasina neden

olur [40].

Sepsiste Klinik Belirti ve Bulgular

Sistemik Inflamatuvar Reaksiyon Sendromu’na yol agan etken ister gram-negatif,
isterse gram-pozitif olsun semptom ve bulgular benzerdir. Mortalitesi yiiksek olan bu
durumun erkenden tanimlanarak, acil ve etkin bir tedavinin uygulanmasi ile yasama sansi
onemli Olclide artabilmektedir. Erken tani i¢in hastanin yiiksek sepsis riski tasiyip
tasimadigina dikkat edilmelidir. SIRS’na sistemik bakteriyel bir enfeksiyonun neden

oldugunu diisiindiiren belirti ve bulgular ve komplikasyonlar olarak iki gruba ayirabiliriz [41].

1- Primer belirti ve bulgular
a- Ates,
b- Titreme,
c- Hiperventilasyon,
d- Hipotermi,
e- Cilt lezyonlari,

f- Mental durumda akut degisiklik.

Bunlar yalnmizca bakteriyel enfeksiyonlara 06zgii degildir. Ancak bu bulgularla

karsilaginca hastanin sepsis yoniinden degerlendirilmesi ve kiiltiirlerinin alinmasi gerekir.

2- Komplikasyonlar:
a- Hipotansiyon,
b- Kanama,

c- Lokopeni,
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d- Trombositopeni,

e- Organ yetmezligi;

— Akciger (siyanoz, asidoz)
— Bobrek (oligiiri, asidoz)
— Karaciger (sarilik)

— Kalp (konjestif kalp yetmezligi)

Primer bulgular ve komplikasyonlar arasinda kesin bir sinir yoktur. Hipotansiyon,
kanama, hipoksi, asidoz, sarilik gibi komplikasyonlar bizi taniya gotiiren ilk bulgular olabilir.
Ote yandan, hiperventilasyon, viicut 1sisindaki degisikliklerden de once ortaya cikabilir.
Yogun bakim iinitelerindeki hastalarin izlemi sonucunda mental durumda degisiklik ve
hiperventilasyonun ilk klinik bulgular oldugu anlagilmistir. Sepsiste en erken ortaya c¢ikan
metabolik degisiklik ise respiratuar alkalozdur. Bakteriyel, viral, fungal ve hatta parazitik
septik tablolarda cilt bulgular1 ortaya c¢ikabilir. Gram-pozitif mikroorganizmalar, seliilitin
yanisira eritrojenik toksinlere bagli yaygin bir eritrodermiye yol agabilirler. Ayrica gram-
negatif bakterilerin neden oldugu bakteriyemilerde de cilt lezyonlar1 gelisebilir. Pseudomonas
aeruginosa bakteriyemisi igin patognomonik cilt lezyonu ektima gangrenozumdur. Bu
lezyonlar yuvarlak veya oval, 1-5cm capinda, vezikiil seklinde baslayan ancak kisa siirede
nekrotik iilsere doniisen bir alan1 ¢evreleyen bir deriden bir kabarik halka ya da eritemden
olusur. Pseudomonas bakteriyemilerin %5-25’inde goriiliir. Basillerin dogrudan dogruya
vaskiiler invazyonuyla gelisir. Aeromonas hydrophilia, Escherichia coli, Serratia, Klebsiella

ve Enterobakter septisemilerinde de cilt lezyonu gelisir [41].
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OZON

Ozon ii¢ oksijen atomundan olusan renksiz, keskin kokulu gaz halinde bir molekiildiir.
Oksijen molekiiliiniin kararli haline karsin, Os, kararsiz bir molekiildiir. Ozon gazin1 alman
kimyact Christian Friedrich Schonbein 1839 yilinda kesfetmistir. Kesfinden sonraki ilk
yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilmistir. 1860 yilinda Monako sehrinin su aritma
tesisinde dezenfeksiyon amaciyla ozon kullanilmaya baglanmistir. Ozonun bu dezenfekte
edici etkisi giiclii okside edici 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Sadece viriis ve bakterileri
oldiirmekle kalmaz tiim mikroorganizmalar ve toksinlerini de okside edebilir. Ozon ayrica
fenolleri, pestisidleri, deterjanlari, kimyasal atiklar1 ve aromatik bilesikleri de etkili sekilde
notralize edebilir [33, 42]. Ozon kimyasal yapisi itibariyle radikal o6zelligi tagimamakla

birlikte, florin ve persiilfattan sonra, bilinen {i¢iincii en gii¢lii oksidan maddedir [7].

Ozon oOzellikle atmosferin iist tabakalarinda olduk¢a bol bulunan bir molekiildiir.
Atmosferdeki ozonun %90’1na yakini, yer yiizeyinden yaklagik 20-50 km yiiksekte bulunan
stratosfer tabakasi icinde yer alir. Geri kalan %10’luk ozon miktar1 ise 10-15 km’ler
arasindaki troposfer tabakasi i¢cinde bulunmaktadir. Atmosferde stratosfer tabakasi icerisinde
bulunan ozon, ultraviyole radyasyonunun etkisiyle bir taraftan olusurken, obiir taraftan da yok

edilmektedir. Bu islem ultraviyole radyasyonun degisik frekanslarinda meydana gelir [43].

Ozon olusumunu asagidaki tepkime ile gosterilebilir.

30, + 68,4 Kcal — 203

(Cok reaktif bir gaz olan ozon canlilar icin toksiktir. Akciger ve gozler ozonun toksik
etkisine en hassas organlardir. Gozdeki irritasyonu ve akcigere etkileri konsantrasyon,
sicaklik, nem ve maruz kalian siireye bagl olarak degisir. Diisiik konsantrasyonda ozon

inhalasyonu, bogazda irritasyon ve buna bagli Oksiiriife neden olabilir. Yiksek
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konsantrasyonlardaki inhalasyon ise bronsiyal mukoza ve pndmosit hiicresi hasarina bagl

akciger 6demine kadar varabilir [44, 45].

Medikal Ozon ve Etki Mekanizmasi

Ozonun tibbi amagla kullaniminin ilk olarak 1880 yilinda Dr. John Harvey Kellogg
(Battle Creek/Michigan/ABD) tarafindan gergeklestirildigini yazan kaynaklar bulunmakla
birlikte daha yaygin goriise gore kabul edilen ilk tibbi kullanimi Dr. Albert Wolff tarafindan
1915 yilinda Birinci Diinya Savasi sirasinda Alman askerlerinin gangren ve benzeri ciddi
yaralanmalarinin tedavisinde kullanimidir. Bilimsel bir toplantida ozonun tedavi edici bir ajan
olarak giindeme alindig1 ilk 6nemli organizasyon ise 1935 yilinda Berlin’de toplanan 59uncu
Alman Cerrahi Birligi (59th Meeting of the German Surgical Society) toplantist olup, burada
Dr. Erwin Payr “Cerrahi’de Ozon Uygulamalar1” bashigr altinda kendi vakalarindan olusan
derleme tiirlinde bir sunum yapmistir [5, 6]. Bu tarihten sonra 80’li yillara kadar, ozon
tedavisini miinferit olarak uygulayan ¢esitli hekimler ve arastirmacilar bulunmaktadir. 1980’11
yillardan itibaren ise tibbi amagla ozon kullanimina yonelik gerek bilimsel calismalar, gerekse

vaka serileri literatlirde artmaya baglamistir.

Ozon tedavisi belirli bir miktarda O3/O, karigiminin viicut bosluklarina ya da dolagim
sistemine uygulanmasidir; bu karisim intravendz, intramuskuler, intraartikiiler, intraplevral,
intrarektal, intradiskal ve deneysel aragtirmalarda intraperitoneal uygulanabildigi gibi topikal
de uygulanabilir [4, 7, 9]. Ozon tedavisinin klasik uygulamasi haline gelmis olan yontem
1974 yilinda Wolff tarafindan tarif edilmistir. Bu yontemde; bir miktar kan (50-270 ml) viicut
disina alinarak, ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon karisimiyla temas
ettikten sonra tekrar ayni kisiye geri verilir (ototransfiizyon) [7]. Bu uygulama sekli major
otohemoterapi (HT) olarak adlandirilmaktadir. Bu tarihten giiniimiize, daha ¢ok Avrupa’da

olmak iizere milyonlarca ozon ototransfiizyon tedavisi yapilmistir [46].
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Ozon reaktif bir molekiil oldugu i¢in tibbi amacgl kullaniminda dikkat edilmesi
gereken bazi durumlar vardir. Ozon, hi¢bir zaman saf olarak verilmemeli ve belli oranda
oksijenle karistirilarak uygulanmalidir. Bu karisimda oksijen %95’den az ozon %5’ten fazla
olmamalidir. Normal atmosfer havasinin bu karigima girmesi engellenmelidir. Ciinkii ozonun
reaktif 6zelliginden dolay1 hava ile temasi sonucu toksik bir gaz olan nitrojen dioksit (N,O,)
olusabilmektedir. Ayrica emboliye sebep olmamasi i¢in ozon gaz olarak damar sistemi
icerisine verilmemelidir. Tiim iglemler sirasinda ozona dayanakli malzemenin (paslanmaz

celik, notral cam ve teflon) kullanilmasi gerekmektedir [7].

Ozon, diger gazlar (O,, CO,) gibi suda ¢oziinebilir. Ozon oksijene gore 1,6 kat daha
yogun ve suda ¢ozlniirliigii 10 kat daha fazla olan bir molekiildiir. Saf suda diger gazlar gibi
Henry kanununa gore ¢oziiniir. Coziinmesi 1siya, basinca ve konsantrasyonuna baghidir.
Biyolojik sivilarda ise ozon oksijenden farkli olarak hizlica biyomolekiiller ile reaksiyona
girer. Dolayis1 ile HT esnasinda uygulanan O3/O, karisimindaki ozon afinite sirasiyla ¢oklu
doymamis yag asitleriyle, antioksidanlarla ve sistein gibi stilthidril (-SH) grubu tasiyan tiyol
bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozonun miktarina bagli olarak karbonhidratlar, proteinler
(dolayisiyla da enzimler), DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilir. Tiim bu bilesikler
O; gaz1 karsisinda elektron donorii gibi davranarak oksitlenirler. Sonugta siiperoksit (O;),
hidrojen peroksit (H,0O,) ve hipoklorik asit (HCIO) gibi reaktif oksijen tiirevleri (ROT) olusur.
Bu reaksiyonlardan en onemlisi doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Ana reaksiyon

asagidaki gibidir [7].

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

Bu reaksiyonda her hidrojen peroksit ile birlikte iki de lipid oksidasyon iiriinii (lipid

oxidation products; LOP) olugmaktadir [47,48]. Lipid oksidasyon iiriinleri i¢in iyi bilinen
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ornekler sunlardir; lipoperoksil radikalleri, hidroperoksitler, malondialdehit, izoprostan,

alkenaller ve 4-hidroksi—2,3—trans nonenal (HNE) [49-52].

Goriiliilyor ki, ozonun biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in serbest radikallerin varligi
onemlidir. Serbest radikaller, c¢esitli patolojik siireclerin gerek baslaticisi, gerek ara
basamaklarda ise karisabilen, gerekse sonucunda ortaya ¢ikabilen reaktif maddelerdir. Bunlar,
organizmada aerobik solunum sirasinda mitokondride ve fagositlerde solunum patlamasi gibi
cesitli fizyolojik durumlarda da olusabilmektedir [53]. Aerobik canlilar serbest radikallerin
toksik etkilerinden korunmak i¢in antioksidan sistemler gelistirmislerdir. Non enzimatik
olanlar; tirik asit, askorbik asit, protein (6zellikle albumin), protein olmayan tiyoller, vitamin
E ve biluribindir. Enzimatik olanlar ise siiperoksit dismutaz, katalaz ile glutatyon peroksidaz
(GPx) glutatyon transferaz (GST), glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktazdan (GR) olusan
glutatyon sistemidir [48]. Son zamanlara kadar oksidatif stresin hiicre hasarindaki rolii ve
hastaliklarin altinda yatan patolojik siireclere etkileri konusuna odaklanilmisti. Patolojik
stireclerde oksidatif stresin artis mekanizmalar1 ve etkilerini agiklayan ylizlerce calisma
yapilmistir [54-59]. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda ise oksidatif stresin bilinenin tersi
etkilerinin de olabilecegi goriilmiistiir. Bu calismalarda oksidasyon/rediiksiyon (redoks)
reaksiyonlariin basta hiicre i¢i haberlesme olmak tizere biyolojik mekanizmalarda rol aldigi
gosterilmistir. Artik acgik olarak biliniyor ki gerek reaktif molekiiller gerekse bunlarin ¢esitli
biyolojik molekiillerle reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan oksidasyon iriinleri diisiik

konsantrasyonlarda (fizyolojik diizeylerde) hiicrede dnemli roller iistlenmektedir [59—-62].

Ozonun biyolojik etkilerini agiklamak icin yapilan calismalarda daha ¢cok HT tedavisi
model alinmistir [63—66]. HT esnasinda uygulanan O3/O; karisimindaki ozon plazmada hizla
¢oOziiniir. Daha Once bahsedildigi gibi sivilardaki ¢oziiniirliigli fazla olan ozonun bir kismi

plazmada bulunan antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin miktarlarini azaltir. Bu anlik
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olaylar sirasinda ¢esitli ROT’de olusabilmektedir. Bu radikallerin yar1 émrii ¢cok kisa oldugu
icin, daha kan hastaya geri verilemeden, yani ototransfiizyondan 6nce bunlar ortadan kalkarak
yerlerini lipid oksidasyon iiriinlerine birakirlar. Bu firiinler, biiylik oranda kandaki hakim
hiicre olan eritrositlerin membranlarinin  oksidasyonu ile ortaya ¢ikar. Eritrosit
membranindaki doymamig yag asitleri oksidasyona ¢ok duyarlidir. Yukarida formiiliinii de
gosterdigimiz iizere, bu reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan hidrojen peroksit, molekiil yapisi

itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir molekiildiir [7, 48, 67].

Hidrojen peroksitin ozonun tedavi edici etkinliklerinin en azindan bir kismindan
sorumlu, ikincil habercisi gibi davrandigi kabul edilmektedir. Ilk etkilerinden biri
eritrositlerde 2,3-difosfogliserat diizeyini artirma yoluyla hemoglobin-oksijen ayrisma
egrisinin saga kaymasina ve bdylece oksijenin dokulara daha kolay birakilmasina neden
olmasidir. Plazmada konsantrasyonu artan hidrojen peroksit kolayca hiicrelerin icine difflize
olarak; lokosit ve endotelial hiicrelerde ¢esitli interferon, interlokin ve transforme edici
biiyiime faktorii (TGF) yapimini da artiran uyarilar tetikler [68]. Lipid oksidasyon {iriinlerinin
yar1 omiirleri ise saatlere varabilmekte, dolayisiyla 6mrii ¢cok kisa olan ROT lerin ilk etkileri
sonrasinda ozonun gecikmis etkilerinden sorumlu tutulmaktadir. Uzun yar1 Omiirlerinden
dolay1 bu firiinler ototransfiizyon ile viicuda verilmis olur ve dolasim yoluyla dokulara

ulasarak buralarda cesitli biyolojik etkiler gosterirler [67, 69, 70].

HT tedavisi yapilmadan once kanin antikoagiilan verilerek hazirlanmasi gerekir.
Cinkii ozon doza bagli olarak trombosit fonksiyonlarinin artisina neden olmaktadir.
Trombosit fonksiyonlarindaki artisin bazi yararli sonuglari da olmaktadir. Aktive olmus
trombositler iglerinde bulunan biiylime faktorlerini salarak iskemi ve iilserli hastalarda

iyilesmeye olumlu katki saglar [48].
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Ozonun konsantrasyonuna bagli olarak artan kuvvetli okside edici 6zelligi nedeniyle
belli bir orandan sonra viicut icin de toksik etkisi olabilecegi gercegini unutmamak
gerekmektedir. Dogal olarak, organizmadaki antioksidan savunma sistemleri ozon
oksidasyonuna karst koyacaktir. Plazmanin sahip oldugu genis antioksidan kapasite ve
eritrositlerdeki antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon toksisitesine karst en direngli
dokudur. HT uygulamalar1 sirasinda plazmada ¢dziinen ozonun burada bulunan antioksidanlar
(bilirubin, askorbik asit, SH grubu tasiyan glutatyon ve albumin) ile reaksiyona girerek
bunlarin konsantrasyonunu azaltmaktadir [67]. Ote yandan, HT sonucu ortaya ¢ikan ROT
artis1 ve antioksidanlarin azalmasit gegici bir durumdur. Bocci ve Carlo, yaptiklari ¢alismada
degisik dozlarda (20, 40, 60, 80 pg/ml) ozon uygulanmis kanlarda dozla dogru orantili olarak
glutatyon ve total antioksidan seviyesinde azalma, lipid peroksidasyonu ve okside glutatyon
diizeyinde artma oldugunu gdstermis, uygulamanin 20 dakika sonrasinda ise antioksidan
diizeylerinin eski haline dondiigilinii tespit etmislerdir [66]. Denilebilir ki, HT uygulamasi
sirasinda tedavinin etkinligini kanin toplam antioksidan giicii belirlemektedir. Kanin
antioksidan kapasitesi diisiik, ozonun konsantrasyonu fazla olursa siddetli membran
oksidasyonu sonucu eritrositler hemolize olur, tam tersi oldugunda ise ozondan beklenen ROS
ve hidrojen peroksit yanit1 yeterli olmayabilir ve arzulanan terapdtik etki goriilemeyebilir.
Ozon uygulamalar1 sonucunda olusmasi beklenen ROT ve lipid oksidasyon d{irlinlerinin
terapdtik etki gosterebilmesi icin belli bir konsantrasyonda olmasi gerekir [7]. Bu agidan,
kanda bulunan antioksidanlarin 6nemi yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir. Bu calismada
eritrositler yikanarak plazmadan uzaklastirilmis ve degisik konsantrasyonlarda ozon
uygulanmistir. Yapilan degerlendirmelerde diisiik 10-20 pg/ml ozon konsantrasyonlarindaki
uygulamalarda bile eritrositlerin ¢ogunda hemoliz oldugu goriilmistiir [64]. Yapilan
caligmalarda ozonun terapotik konsantrasyonu 10-80 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu ozon

konsantrasyonu Rice-Evans’in tarif ettigi total antioksidan kapasiteyi %?25’den fazla
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diisiirmedigi gibi azalan antioksidanlar 20 dakika sonra eski haline gelmektedir [63, 64, 71,

72].

Ozon uygulamasi ile hem oksijenaz—1 (HO-1) enziminin de uyarildig1 bildirilmistir.
Bu enzimin artisindan gerek ROT, gerekse yukarida sozii edilen ilimli eritrosit hemolizi
sorumlu olabilir. HO-1, hem halkasinin yikim yolunda gorev alan mikrozomal bir enzimdir
ve yapimi oksidatif stres artigi, proinflamatuvar sitokinler ve nitrik oksit (NO) ile
uyarilabilmektedir. Bu enzim hem molekiiliinii biliverdin ve karbon monoksite (CO) pargalar.
Son yillarda HO-1 ile yapilmis birgok c¢alismada bu enzimin; antioksidan antiapopitotik
antiinflamatuvar etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ozon uygulamasi sonucu goriilen en etkin
HO-1 artisinin ayn1 zamanda ozonun terapotik doz araligi olarak da vurgulanan 20—-80 pg/ml
arasinda ortaya c¢iktig1 gosterilmistir. Yine HO-1’in yaninda 1s1 sok protein—70 (HSP-70)’in

de arttig1 gosterilmistir [72—-74].

Ozonun diger bir uygulama sekli olan mindr hemoterapide ise hastadan alinan 5 ml
kan ile ayn1 miktarda 80-100 pul/ml konsantrasyonundaki oksijen/ozon karisimi bir dakika
inkiibe edilir. Bu siire zarfinda ozonunun, yine ayni sekilde kanda once ¢oziiniip sonra da
biyolojik molekiiller ile reaksiyona girmesi beklenir. Sonrasinda bu kan, gluteus kasina
yavagca enjekte edilir. Bu uygulama sonrasinda kas icine enjekte edilen kanin doku
derinliklerine ilerlerken pihtilasmasina ragmen hastalardan ¢ok azi hafif sisme ve agridan
yakinmaktadir. Bu islem esnasinda anesteziye gerek yoktur. Tartismali olmakla birlikte, bu
uygulamanin immiinmodiilatuar bir etkisinin oldugu iddia edilmekte ve etki mekanizmasi su
sekilde aciklanmaktadir: Enjeksiyon yerinde hafif derecede steril inflamasyon meydana
gelmekte, bolgeye notrofil ve monositler gelerek denatiire proteinleri ve pargalanmis
eritrositleri fagosite etmektedir. Eger kan ig¢inde HCV, HBV ve HIV gibi viriisler var ise ozon

tarafindan inaktive edilip parcalanmis bu viriis atiklar1 bolgeye gelen bu immiin hiicreler
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tarafindan ortadan kaldirilir. Boylece bu islem bir ¢esit as1 etkisi yaratir ve immiin sistemi bu

antijenlere kars1 uyarir [7].

Medikal Ozon Tedavisinin Klinik Uygulamalar

Ozon tedavisinin Ozellikle inflamatuvar siirecin yogun olarak yasandigi ve immiin
sistemin On planda yer aldig1 fizyopatolojik durumlarda tedavi edici etkisi sasirticidir. Ozon
uygulamalar1 yara iyilesmesi, yasa bagli makiiler dejenerasyon, iskemik ve infeksiyoz
hastaliklarda yapilan vaka analiz calismalarinda olumlu etkiler gostermistir. Bunun yaninda
basit dis ve agiz enfeksiyonlarindan hepatitlere kadar uzanan genis bir araliktaki cesitli
enfeksiyon hastaliklarinda etkin olarak uygulanmaktadir [10-12]. Martinez-Sanchez ve
arkadaslar1 diyabetik ayak gelismis hastalarda yaptiklar1 calismada ozon tedavisinin
etkinligini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada ozon tedavisi uygulanan hastalarda antibiyotik
tedavisi alanlara gore yara iyilesmesi hizlanmig, hastanede kalma stireleri kisalmis, glisemi
diizeyleri daha iyi kontrol edilebilmis ve antioksidan enzim diizeyleri artmis olarak
bulunmustur [12]. Ayrica c¢esitli derecelerde artrit ve artroz vakalari ile romatizmal
hastaliklar1 da kapsayan ortopedik hastaliklarda da faydali etkiler rapor eden arastirmalar
dikkat ¢cekmektedir. Buna 6rnek olarak Mutu ve arkadaslarmmin lomber disk hernisi olan
hastalarda yaptig1 calismay1 gosterebiliriz. Bu calismada lomber disk hernisi olan hastalara
oksijen/ozon karisimi disk igine enjeksiyonla uygulanmistir ve gerek hasta memnununiyeti
gerekse medikal olarak yapilan degerlendirmede bu tedavinin yararli oldugu goriilmiistiir

[13].

Medikal Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlari

Ozon tedavisinin yan etkisi yok denecek kadar azdir. Simdiye kadar bildirilen yan

etkiler uygulama hatalarina bagl lokal komplikasyonlardir. Bazi durumlarda ozon terapisi
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uygulanmast sakincali olabilir. Bu durumlar: glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi,
ozellikle erken donem olmak tizere hamilelik, anjiotensin ¢evirici enzim (ACE) inhibitori
tedavisi gorenler, hipertiroidi, kanama bozuklugu, kontrol altina alinamayan kardiyovaskiiler
hastaliklar ve ozona reaksiyon gosteren astim hastalari olarak siralanabilir Tablo 2’de solunan
havadaki ozon gazinin farkli konsantrasyonlarda gosterdigi toksik etkiler gosterilmistir [9].

Tablo 2. Solunan havadaki ozon gaz1 konsantrasyonu ile artan toksik etkiler
Havadaki O; konsantrasyonu

Toksik etki

(ppm)
0,1 Ust hava yollarinda irritasyon ve salgi artisi
1,0-2,0 Rinit, oksiiriik, bas agrisi, bazen 6glirme ve bulanti
2,0-5,0(10-20 dk) Ilerleyici dispne, bronsiyal spazmi retrosternal agr1
5,0 (60 dk) Akut pulmoner 6dem ve bazen respiratuvar paralizi
10,0 4 saat iginde 6liim
50,0 Dakikalar i¢cinde 6liim

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERi

Atomlarda elektronlar yoriinge adi verilen uzaysal bolgede ¢ift olarak bulunmaktadir.
Elektronlarin kapladiklar1 bolgeler orbital olarak tanimlanmaktadir. Bir orbitalde tek basina
bulunan elektron, eslenmemis elektrondur. Son yoriingelerinde ¢ift elektron bulunan bir¢ok
molekiiliin yan sira az sayidaki molekiiliin son yoriingesinde tek elektron yer almaktadir. Son
yorlingelerindeki elektronlar1 eslenmemis olan bu molekiiller, herhangi bir molekiil ile
etkilesime girerek elektron almakta (yiikseltgenme) veya elektron vermektedirler
(indirgenme). Baska molekiiller ile ¢cok kolay elektron aligverisine girerek yapilarini bozan

molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” veya “reaktif oksijen partikiilleri” ad1

verilmektedir [75, 76].
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Oksijenin bir elektron ile tam olmayan indirgenmesi sonucu oksijenin aktif tiirleri olan
oksijen radikalleri olugsmaktadir. Oksijeni metabolize edebilen tiim canlilarda oksijen
radikalleri tiretilmektedir. Oksijen radikali, serbest elektronunu eslemek igin elektron aldigi
bir baska molekiilii dayaniksiz hale getirmektedir. Elektron diizeni bozulan bu molekiil bir
baska molekiilden elektron alarak diizenini saglamaktadir. Bu nedenle serbest radikaller,
viicutta dnemli molekiillere zarar veren bir dizi tepkimeyi baglatabilirler. Patolojik etkilerin
ortaya c¢ikmasma oksijen radikallerinin sayisinin artmasi neden olmaktadir. Oksijen
radikallerinin hasara yol ac¢tigi molekiiller arasinda proteinler, norotransmitterler, niikleik

asitler ve yag asitleri bulunmaktadir [77].

Serbest Radikallerin Tepkimeleri

Eslenmemis elektronlarin1 birlestiren iki radikal, kovalent bag olusturacak sekilde
birlesebilmektedir. Radikal olmayan molekiiller, elektron eksikleri olmadigi halde baska
molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde birlesmektedir. Bir radikal, radikal olmayan
molekiile elektron verebilmekte (indirgen radikal), elektron alabilmekte (oksidan radikal)
veya onunla birlesebilmektedir. Serbest radikaller bu {i¢ tepkime ile radikal olmayan
molekiillerin radikale doniismesini baslatmakta ve bir dizi zincirleme tepkime sonucu serbest

radikallerin say1s1 artmaktadir [77].

Dis yoriingesinde eslenmemis iki elektron iceren molekiiler oksijenin yapisindaki her iki
atom denge halinde bulundugundan oksijen molekiilii reaktif 6zellik tasimamaktadir. Peroksit
iyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O;) olusturabilmektedir. Siiperoksit
radikallerinin ortamdan uzaklastirildigi bu dismutasyon tepkimesini siiperoksit dismutaz

(SOD) katalizlemektedir.
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Canlilarda ¢ok sayida islevi bulunan siilfidril gruplar ile metal iyonlarini etkileyen
serbest radikaller, metabolik olaylar1 ve yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini degistirerek
cok sayida zararl etkiye yol agmaktadir [78]. Siiperoksit radikali, damar dokusunda mevcut
oksidanlarin ¢ogunun temel {ireticisidir. Damar endotelinden saliverilen gevsetici bir faktor
olan NO ile tepkimeye giren siiperoksit radikali, reaktif bir ara iirin olan ve giiclii oksidan
etkisi ile bilinen peroksinitriti (ONOQO") olusturmaktadir. Bir ¢cok biyomolekiile zarar veren

peroksinitrit, asit ortamda yikilarak hidroksil radikali meydana getirmektedir [78].

Serbest Oksijen Radikallerinin Organizmadaki Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin organizmada yararli ve zararl etkileri bulunmaktadir.

Serbest radikallerin yararh etkileri: Viicuttan atilabilmeleri i¢in Sitokrom p450 enziminin
katalizledigi bir tepkime ile hidroksilasyona ugrayan ksenobiyotikler, daha sonra konjugasyon
ve metilasyon tepkimeleri ile suda daha ¢oziiniir hale getirilerek atilirlar. Bu detoksifikasyon

islemi sirasinda reaktif oksijen tiirleri tepkime dongiisiinde merkezi rol oynarlar [79].

Damar endotelinden saliverilen reaktif bir oksijen tiirii olan NO, damar diiz kasinin
gevsemesine neden olmakta ve trombosit agregasyonunu inhibe etmektedir. Nitrogliserin ve
nitroprusit gibi vazodilator nitratlar, NO’ya metabolize olarak etki gosterirler. Ayrica, beyinde
norotransmiter olarak gorev yapan NO, makrofajlarin bakterisidal ve tiimorisidal etkilerine
aracilik eder [79]. Notrofiller ve monositlerin bakterisidal etki gosterebilmeleri ig¢in
miyeloperoksidazin yer aldig1 oksijene bagimli bir mekanizma kullanmadirlar. Burada 16kosit
membranindaki NADPH oksidaz ile molekiiler oksijenden olusan siiperoksit radikalinden
stiperoksid dismutaz ile elde edilen H,O,, miyeloperoksidaz katalizorliigiinde bakterileri

oldiiren hipokoroz asidi olusturmaktadir [79].
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Serbest radikallerin zararh etkileri: Oksijen kaynakli serbest radikaller, hiicre hasar1 ve
hiicre dliimii i¢in dnemli mediyatorlerdir. Yaslanma prosesinde rol oynayan birgok reaktif
kimyasal bilesik, dogrudan veya dolayl1 olarak ateroskleroz, reperfiizyon hasari ve kanser gibi

daha bir¢ok hastaligi igeren siireclerde yer almaktadir [80].

Biyolojik yapilarda, 6zellikle membranlarda yiiksek oranda bulunan doymamus lipidler
serbest radikallerle oksidasyona ugrarlar. Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan
olusturulan siirecler i¢inde en yogun sekilde arastirilanidir. Genellikle radikallerin ve daha
spesifik olarak reaktif oksijen tiirlerinin olusturuldugu bolgelerde membran fosfolipidlerinin
cok miktarda olmasi, fosfolipidleri radikaller icin kolay wulasilabilir hedefler haline
getirmektedir. Ozellikle serbest radikal tepkimelerine ¢ok duyarli olan poliansatiire yag

asitlerinin peroksidasyonu bir radikal zincir peroksidasyonuna yol agabilmektedir [80].

LiPiD PEROKSIDASYONU

Poliansatiire yag asidlerinin oksidatif yikilimi olarak tarif edilen ve =zincirleme
gerceklesen bir dizi tepkimenin yer aldigi lipid peroksidasyonunu demir ve bakir gibi iz
metaller, ultraviole veya radyasyon katalizleyebilir. Lipid peroksidasyonu zincir baslangici,

ilerlemesi, dallanmasi ve sonlanmasi olarak bilinen dort asamada gergeklesmektedir.

Sonlanma asamasinda hidroperoksitler 1s1, radyasyon, metal iyonlar1 katalizorliigiinde

yikilarak lipid peroksidasyon iirlinlerini meydana getirmektedirler (Sekil 1) [79].

Lipid hidroperoksidlerinden lipid oksi radikali (LO®) ve hidroksil radikali (OH")
olusmasi sirasinda iki degerlikli demir (Fe™) yiikseltgenerek (Fe™) meydana gelmekte ve
peroksidasyon zinciri dallanmaktadir. Bu olay deney hayvanlarinda ve insanlarda radikallerin

neden oldugu hasarin ve toksisitenin gostergesi olarak kabul edilir [79].
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PUFAH + X Polianzature yaj asidi
BASLAMA c:g_
H
PUFA“‘OE Lipid radikali
ILERLEME
PUFA -OO" | Peroksid radikali
g PUFA-H
VIKILIM
PUFA’
PUFA-OOH
\ Hidreperoksid
‘ PENTAN ‘ ‘ MDA ‘ ‘ ETAN ‘

Sekil 1 Lipid peroksidasyonunun semasi
(PUFAH: Poliansatiire yag asidi)

Malonildialdehid (MDA)

Peroksidasyona ugramis olan poliansatiire yag asidlerinden olusan reaktif bilesiklerden
biri olan ii¢ karbonlu MDA bir ketoaldehiddir (Sekil 2). Arasidonik asidden, birgok
lipoksidden, hidroperoksidlerden, endoperoksidlerden, prostaglandinlerden ve
tromboksanlardan  olusabilen MDA’nin ana kaynagi ansatire yag asidlerinin

peroksidasyonudur [81].

Bir¢ok makromolekiil ile hizli bir sekilde tepkimeye giren ve ¢ok reaktif bir bilesik olan
MDA, serbest olarak veya farkli doku bilesenleri ile kompleks olusturmaktadir. Doku lipid
peroksidasyonu sonucu olusan MDA hiicresel diizeyde metabolize edilir. Karaciger aldehid
dehidrogenazi tarafindan enzimatik yikilima ugrayan MDA, CO;’e metabolize olmakta veya
mitokondriyal yolla yikilabilmektedir. idrarda asit ile hidrolize edilebilen formda kiigiik
miktarlarda ekskrete edilir. Eritrosit membraninin aminofosfolipid organizasyonunu bozan

MDA, hiicre hasarinda ve yaslanma pigmenti olan lipofuksinlerin olusumunda etkili
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gosterilmigtir. MDA’nin mutajenik oldugu ve kimyasal karsinojen gibi davrandigi da

bilinmektedir [82].

OMO

Sekil 2 MDA ’nin kimyasal yapisi.

Biyolojik drneklerde lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan en kolay ve yaygin yontem, MDA’nin tiobarbitiirik asid (TBA) ile tepkimesidir
[83]. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi icin kullanilan ve spesifik olmayan bir yontem
olmasina ragmen TBA tepkimesi, MDA {iretiminin iyi bir gostergedir. Ayrica, TBA testinin
kaynatma asamasinda daha once olusmus olan lipid hidroperoksidlerinin yikilimi sonucunda
artefakt bir MDA {iretimi olmaktadir. Okside lipidlerde bulunan 2,4-alkadienler ve 2-
alkenaller de TBA ile pozitif sonu¢ vermektedir. HPLC, serbest MDA Ool¢iimiinde en

giivenilir yontemdir.
SOD

Stiperoksidin protonlanmis formu olan HO, ile dogrudan oksitleme, bakir (Cu'™) ile
demir (Fe'”) gibi metallerle veya seruloplazminle katalizlenen tepkimeler ve NO™ ile O,
arasindaki tepkimelerde olusan reaktif peroksinitritler araciligiyla LDL degisiklige
ugramaktadir. Damar duvarindaki O," kaynaklar1 arasinda endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, makrofajlar ve adventisyal fibroblastlarda bulunan NAD(P)H oksidazlar,

lipoksijenazlar, ksantin oksidazlar, ve NO sentazlar bulunmaktadir [84].

Siiperoksid anyon radikallerine karsi ana savunma araci olan SOD, siiperoksidin
hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. Genetik olarak 21.

kromozomda lokalizedir [85]. SOD tarafindan katalizlenen tepkimenin hizi 2x10°/ms’dir.
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Hiicre i¢i SOD aktivitesindeki artig dioksijenin toksisitesine karsi gelisen bir direng artigina

neden olur [81].

Tiyol

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol agtigi

gosterilmistir [86, 87]. Sisteinin —SH grubu oksidatif ataga oldukca yatkindir ve —SH

gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S) proteinlerdeki disiilfit baglarinmn
olusumuna oOnciiliik eder [88]. —SH gruplarimin distlfitlere ve oksiasitler gibi diger
oksitlenmis tiirevlere doniisiimii, radikal aracili protein oksidasyonunun en erken gozlenebilen
belirtisidir [89]. Bir¢ok arastirmaci grubu elektron paramanyetik rezonans (EPR) teknigi
kullanarak peroksinitritin tiyol gruplan ile reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin olustugunu

gostermistir. Serum tiyol diizeyleri protein oksidayon markiri olarak kullanilir.
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Materyal ve Metod

Deney Gruplari

25 adet Wistar tipi albino rat 4 gruba ayrildu.

Grup 1. (n=4) (Sham grubu) : 5 giin 80ml/kg volimde intraperitoneal hava verilerek
batin acilip kapatildi.

Grup 2. (n=7) (Kontrol grubu) : 5 giin 50ug/ml doz ve 80ml/kg voliimde intraperitoneal
ozon verilerek batin agilip kapatildi.

Grup 3. (n=7) (Hava/Sepsis grubu) : 5 giin 80ml/kg voliimde intraperitoneal hava
verilerek ¢ekal ligasyon perforasyon (CLP) metodu ile deneysel sepsis
olusturuldu.

Grup 4. (n=7) (Ozon/Sepsis grubu) : 5 glin 50pug/ml doz ve 80ml/kg voliimde

intraperitoneal ozon verilerek CLP metodu ile deneysel sepsis olusturuldu.

Deneysel Yontem

Bu ¢alisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun 26.02.2010 tarih
ve 2010-25 sayil1 onay1 ile laboratuar hayvanlari bakim ve koruma kilavuzu (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals-Institute of Laboratory Animal Resources Commission
on Life Sciences National Research Council, USA) kriterleri dikkate alinarak

gerceklestirilmistir.

Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezi’'nden temin
edilen, seksiiel olgunluga erismis agirliklar1 18010 gr arasinda degisen Wistar albino disi ve
erkek ratlar, 22°C oda 1sisinda ve % 45—75 nemde, 12 saat aydinlik ve karanlik donemlerle,

serbest su ve gida saglanarak arastirmaya alindilar. Yem ve su giinliik olarak degistirildi.

31



Calisma siiresince hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve istiinde gelik 1zgara bulunan deney
grubuna gore isaretlenmis kafeslerde tutuldu. Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi. 1. gruptaki ratlar
sham grubu olarak degerlendirildi ve 5 giin siire ile giinde bir kez 80ml/kg voliimde
intraperitoneal hava verilerek 6. giin anestezi altinda steril kosullarda batina girildi ve
herhangi bir islem yapilmadan batin kapatildi, 7. giin yine anestezi altinda ratlarin karaciger,
akciger ve bobrek dokular1 ve kan ornegi alinarak ratlar sakrifiye edildi. 2. gruptaki ratlar
kontrol grubu olarak degerlendirildi ve 5 giin siire ile giinde bir kez 50 pg/ml doz ve 80ml/kg
voliimde intraperitoneal O3 gazi verildi, 6. giin anestezi altinda steril kosullarda batina girildi
ve herhangi bir islem yapilmadan batin kapatildi, 7. giin yine anestezi altinda ratlarin
karaciger, akciger ve bobrek dokular1 ve kan 6rnegi alinarak ratlar sakrifiye edildi. 3. gruptaki
ratlar hava/sepsis grubu olarak degerlendiridi ve 5 giin siire ile giinde 1 kez 80ml/kg voliimde
hava verildi. 6. giin ratlarda sepsis modeli olusturmak amaciyla anestezi altinda steril
kosullarda ¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) yapildi. 7. giin septik olarak kabul edilen
ratlardan karaciger, akciger ve bobrek dokular1 ve kan 6rnegi alinarak ratlar sakrifiye edildi.
4. gruptaki ratlar ozon/sepsis grubu olarak degerlendiridi ve 5 giin siire ile giinde 1 kez
50pug/ml doz ve 80ml/kg voliimde O3 gazi verildi. 6. giin ratlarda sepsis modeli olusturmak
amaciyla anestezi altinda steril kosullarda ¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) yapildi. 7. giin
septik olarak kabul edilen ratlardan karaciger, akciger ve bobrek dokulari ve kan Ornegi

alinarak ratlar sakrifiye edildi.

Cekal Ligasyon ve Perforasyon Uygulama Metodu

Intramiiskiiler yapilan 80-100 mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazin anestezisi
altinda batin tragland1 (Resim1). Asepsi antisepsi kurallarina uyularak batin derisi %10
Povidon iyod ile silindi. Girisim sahasina 45x45 cm steril delikli 6rtii serildi (Resim2). 2 cm

insizyon ile deri, derialti, fasia kaldirildi. Batin havalandirildi. Cekum bulunarak peritondan
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ayrildi. Cekum icerigi distale dogru sivazlanarak fekaloid igerigin perfore edilecek alanda
birikmesi saglandi ve 1,5 cm proksimalden 3/0 ipek ile baglandi. Baglanan ¢ekum distaline 4
kez 22 G branul ile perforasyon yapildi. Perfore edilen kisim proksimali sikilarak fekaloid
icerigin perfore kisimlardan disar1 ¢ikmasi ile kontaminasyon saglandi ve ¢ekum anatomik
pozisyonuna tekrar yerlestirildi (Resim3). Islem sirasinda tiim ratlar intraperitoneal 10ml/kg
%0,9 NaCl ile resiisite edildi. Batin katlar1 fasia deri alt1 ve deri olarak 3/0 ipek kullanilarak

kapatildi [90, 91].

Resim1 Karin derisinin traslanmasi

Resim?2 Delikli steril ortii ile batinin ortiilmesi
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St g

Resim3 perforasyon sonra;

Diseksiyon

Intramiiskiiler yapilan 80-100 mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazin anestezisi
altinda deri, derialti, fasia kaldirildi. Batin organlar1 sag tarafa ekarte edilerek sol bobrek
goriiniir hale getirildi. Sol bobrek retroperitoneal bolgeden disseke edilerek renal arter ve ven
klempe edilerek baglandi sol bobrek cikarilarak tampon soliisyon igine atildi. Karaciger sol
lobu ayrilarak arter ve veni baglandi karaciger sol lobu ¢ikartilarak tampon soliisyon igine
atildi. Processus xphoideus belirlendi. Processus xphoideus yukar: kaldirilip, diafragma
belirlendi. Diafragma toraksa girmek icin disseke edildi. Intrakardiyak girilerek yaklasik 2 cc
kan K-EDTA’l1 tlipe alindi. Akcigerden doku 6rnegi alinarak islem sonlandirildi. Alinan tiim

doku ve kan 6rnekleri farkli tiip ve kaplara alinarak etiketlendi

Solunumu devam eden ratlarin sakrifiye edilmesi islemi i¢in 60 mg/kg Tiyopental ve
0,1 mg/ kg Vecuronium intrakardiyak verilmesini takiben servikal dislokasyon yontemi

uygulandi.
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Isik Mikroskopik Yontem

Takip ve Gomme

Parcalar 24 saat fiksatifte bekletildi. Ardindan 24 saat ayn1 tamponda yikanip
bekletildi. 2 saat %80 Etanolde, 3 saat %95 Etanol I’de, 15 saat % 95 Etanol II’de, 2 saat,
%100 Etanol I"de, 2 saat %100 Etanol II’de, 2 saat %100 Etanol III’de bekletilerek takip
semasina uyuldu. Alkolden ¢ikarilan parcalar oda 1sisinda agik havada iyice kurutuldu. 10
dakika Ksilol I’de, 10 dakika Ksilol II’de, Ksilol III’de pargalar seffaflagsma kritik noktasinda
cikarildi. 58—60°C’lik etiivde erimis parafin igerisine alinan parcalar 1 gece bekletildi. Ertesi

giin etlivden ¢ikarilan pargalar mavi boncuk parafin eriyigine gomiilerek bloklandi.

Kesit Alma

Isik mikroskopik kesitler i¢in Leica RM 2145 model mikrotomda Sp luk kesitler
45°C’lik su banyosuna alindi. Kesitlerin alma iyice yapistirilmasi ve parafin uzaklastirma
islemlerinde mikrodalga firin (Argelik MD554) kullanildi. Tiim gruplardan elde edilen

histolojik preparatlarda uygun histokimyasal boyamalar ger¢eklestirildi.

Isik Mikroskobik Boyama

H&E Boyama Teknigi

Preparatlar deparafinize ve boyama basamaklarindan gegirildi. Bunun i¢in ksilol I’de
10 dakika, ksilol II’de 10 dakika, Ksilol III’de 10 dakika bekletildi, iyice disarida kuruduktan
sonra alkole gecirildi. %100 Alkol I’de 2 dakika, %100 Alkol II’de 2 dakika, %95 Alkolde 2
dakika, %80 Alkolde 2 dakika (veya daha uzun siire), distile suda 5 dakika bekletildi ve
preparatlar iyice siiziildii. Hematoksilende 2,5 dakika (boya her kullanista siiziildii), akar suda

5 dakika, acid alkolde pembe renk olana kadar bekletildi ve akar suya daldirip ¢ikartild.
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Amonyakli suda mor renk olana kadar bekletildi, akar suya daldirip ¢ikartildi, distile suda 5
dakika bekletildi ve preparatlar kurutuldu. Eozinde 2,5 dakika, %95 Alkolde 2,5 dakika,
%100Alkol I’de 2,5 dakika, % 100Alkol II’de 2 dakika bekletildi, disarida iyice kurutuldu.
Ksilol I'de 10 dakika, Ksilol II'de 10 dakika, Ksilol III’de 10 dakika bekletildi, boyali

preparatlara entellan damlatilarak kapatildi (Resim 4).

) ' .-r" ¥ X * il
Resim4. Laboratuarda kullanilan teknik, boya ekipmanlar1 ve fotograflama islemi gergeklestirilen mikroskopik
goriintiileme sistemi.

Biyokimyasal Yontem
Hemolizat hazirlanmasi

K-EDTA’l tiiplere alinan kan Ornekleri santrifiij edildikten sonra plazmalar1 atilip
serum fizyolojik ile yikama ve santrifiij islemleri 3 kez tekrarlandi. Altta biriken eritrosit
cokeltisinden alinip 1:4 oraninda buzlu su ile karistirilarak eritrositler catlatilarak hemolizat

ornekleri elde edildi.
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MDA Ol¢iimii

Hemolizat lizerine TBA eklendikten sonra 100°C’de 20 dk kaynatilarak 2000 rpm 10
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatantta 532 nm dalga boyunda kolorimetrik 6l¢iim
yapildi. 1,1,3,3-Tetractoksipropan ile hazirlanan standart grafikten nmol/mL MDA

hesaplanip, sonuglar nmol/g Hb olarak verildi.

Tiyol Ol¢iimii

Serum tiol diizeyleri tiyoller ve 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoik asid) arasinda tiol-
distilfit yerdegisimi esasina dayanan Hu ve arkadaslarinin metodu ile belirlendi [92].

Absorbanslar 412 nm de okunup, hesaplamalar glutatyon standart egrisi iizerinden yapildi.

SOD Ol¢iimii

Homojenatlar diliie edilerek pH:10,2’de epinefrinin adenokroma otooksidasyonu
temeline dayali kolorimetrik yontem ile SOD diizeyleri hesaplandi. 2 mL karbonat tampon
lizerine 6rnek ve %0,55 epinefrin ¢ozeltisinden eklenerek absorbans artig1 15 saniye ara ile 3
dakika boyunca 480 nm dalga boyunda izlendi. Enzimin epinefrinin adenokroma
otooksidasyonunu inhibe etme yiizdesi hesaplandiktan sonra standard grafikten elde edilen

veriler U/g Hb olarak degerlendirildi.

Hemoglobin ol¢iimii

2,5 mL Drabkin tizerine 10 uL hemolizat eklenerek 5 dakika sonra 546 nm dalga

boyunda suya kars1 okundu. Sonuglar standard grafikten hesaplanarak gr/ml Hb olarak verildi.
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Bulgular

Histopatolojik Bulgular

Makroskopik bulgular

Makroskopik olarak sham ve kontrol gruplarindan farkli olarak sepsis gruplarinin her
ikisinde de asit mayi birikimi mevcuttu. Ozel olarak hava/sepsis grubunda bu asit mayi

hemorojik ve daha bulanik bir nitelik tasimakta idi.

Mikroskopik bulgular

Karaciger bulgular

Sham grubu karaciger olgularinda normal histolojik yap1 goriilmektedir. Distan siki bir
bag dokusu yapisi olan Glisson kapsiilii ile sarili organda klasik karaciger lobiiliiniin
merkezinde yerlesmis vena centralis normal histolojik yapida gozlemlenmistir. Vena
centralisten radial olarak ¢ikan Remark kordonlari fasikiiler tarzda yerlesmis hepatosit
hiicrelerinden ibarettir. Hepatositlerin laterallerinde siniizoidler normal yapilarinda goriildii.
Portal hepatik liggen yapisinda A. Hepaticus interlobularis, V.interlobularis ve Ductus biliferi

yapist normal strukturel formlarinda gézlemlenmistir (Resim 5-6-7).
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Resim 6 Sham grubu H&E oma x20 Bar: 250um

Resim 5 Sham grubu H&E boyama x10 Bar: 500um

Resim 7 Sham grubu H&E boyama x40 : 15p.m

Hava/sepsis grubu karaciger olgularinda klasik karaciger lobiiliinlin merkezinde
yerlesmis vena centralislerde sham grubuna gore goreceli olarak dilatasyon saptanmustir.
Remark kordonlarina eslik eden sinuzoid yapilarinin sham grubuna gére daha genis oldugu
saptanmistir. Bu gozlem istatistiksel olarakta kanitlanmistir (Grafik 1). Karaciger
parankimatdz yapist i¢inde bazi bolgelerde inflamasyona bagli olarak olusan odaklarda
saptanmigtir. Bu odaklar igerisinde PNL infilitrasonuna bagli hiicre kiimeleri de saptanmuistir.
Portal hepatik liggen yapisinda A. Hepaticus interlobularis, V.interlobularis ve Ductus biliferi

yapisi dilate struktur gostermektedir (Resim 8-9-10).
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Res1m 8 Hava/Seps1s grubu H&E boyama x10 Bar: ReSIm 9 Hava/Sep51s grubu H&E boyama x20 Bar .
500pm 250pm

Resim 10 Hava/Sepsis H&E boyama x40 Bar: 125 m

Kontrol grubu karaciger olgularinda klasik karaciger lobiiliiniin merkezinde yerlesmis
vena centralislerde sham grubuna gore goreceli olarak hafif dilatasyon saptanmistir. Remark
kordonlarina eslik eden sinuzoid yapilarinin sham grubuna daha yakin oldugu saptanmustir.
Bu gozlem istatistiksel olarakta kanitlanmistir (Grafik 1). Karaciger parankimatdz yapisi
icinde inflamasyona bagli olarak olusan odaklar goriilmemistir. Ilging olarak kontrol
grubunda yaygin olarak hepatosit hiicre sitoplazmasi iginde vakuolize tarzda yapilarin
birikimi saptanmistir. Portal hepatik tlicgen yapisinda A. Hepaticus interlobularis,

V.interlobularis ve Ductus biliferi yapis1 normal yapida saptanmistir (Resim 11-12-13).
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Resim 11 Kontrol grubu H&E boyama x10 Bar:
500pum 250um

Resim 13 Kontrol grubu H&E boym <40 Bar: 125 um

Ozon/sepsis grubu karaciger olgularinda klasik karaciger lobiiliinlin merkezinde
yerlesmis vena centralislerde sham grubuna gore goreceli olarak hafif dilatasyon saptanmustir.
Remark kordonlarina eslik eden sinuzoid yapilarinin hava/sepsis grubundan goreceli olarak
daha kiiciik ancak kontrol grubundan goreceli olarak daha genis oldugu saptandi. Bu gézlem
istatistiksel olarak da kanmitlanmistir (Grafik 1). Karaciger parankimatdoz yapist iginde
inflamasyona bagli olarak olusan odaklarin yer yer varhig gozlemlendi. Ozellikle bu
infilitrasyonun vena centralis duvarinda varligi ilgi ¢ekici idi. Portal hepatik iiggen yapisinda
A. Hepaticus interlobularis, V.interlobularis ve Ductus biliferi yapist normal yapida fakat

PNL infilitrasyonun yoniinden pozitifligi saptanmistir (Resim 14-15-16).
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ohrd r i\ -
Ozon/Sepsis grubu H&E boyama x10
500pum

Resim 14

Resim 16 Ozon/Sepsis grubu H&E boyama x40 Bar: 125um

Karaciger Sintizoid Alani B Sintizoid Alani
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400 A #
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0
Sham Kontrol Hava/Sepsis Ozon/Sepsis
Gruplar

Grafik 1 Karaciger Siniizoid Alan1 (p<0,05)
* Hava/Sepsis Grubuyla karsilagtirildiginda (p<0,05)
# Sham Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
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Akciger Bulgular

Sham grubu grubuna ait akciger doku kesitleri incelendiginde, brons, bronsiol, alveol

ve pulmoner interstisyum yapilarinin normal oldugu goriildii.

Kontrol grubu ratlarda ise hafif hemorajik alanlar disinda akciger doku yapisinin

normal bir goriiniime sahip oldugu ve sham grubuna benzedigi belirlendi.

Hava/sepsis grubuna ait akciger doku kesitlerinde brons ve bronsiollerin epitellerinde
dokiilme, pulmoner interstisyumda hemoraji ve alveolar dejenerasyon tespit edildi. Ayrica,
yine bu grupta PNL ve makrofaj infiltrasyonunun oldugu gozlendi. Bazi alanlarda

amfizematoz, bazi alanlarda ise atelektatik alanlar goriildii.

Ozon/sepsis grubunda akciger dokusunda, interstisyel fibrozis, hemoraji ve 6demin
hava/sepsis grubuna kiyasla daha minimal diizeyde seyretigi gozlemlendi. Hava/sepsis
grubunda goriilen amfizematéz ve bazi alanlardaki atelektatik alanlar minimal diizeyde

gbzlemlendi (Resim 17-18-19-20).

Resim 17 Akciger Dokusu Sham grubu H&E boyama Resim 18 Akciger Dokusu Kontrol grubu H&E
x20 Bar: 250um boyama x20 Bar: 250pum
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Resim 19 Akciger Dokusu Hava/Sepsis grubu H&E
boyama x20 Bar: 250pm boyama x20 Bar: 250pum

Bobrek Bulgular

Sham grubu grubuna ait preparatlarda normal bobrek histolojik goriiniimii
saptanmuistir. Organ korteks ve medulla olarak ayirtedilmis. Korteks kisminda bobregi distan
saran kapsiile yakin yerlesimli kortikal nefronlar, medullaya yakin sahalarda jukstaglomertiler
nefron yapilarina rastlanmistir. Glomeriil yapilari normal histolojik gortiniim sergilemektedir.
Bu glomeriiler yapilarin kenarlarinda i¢i dokiilen mikrovilluslarla karakterize proksimal ve
daha dar ve temiz liimenli goriinen distal tiibiillerin yerlestigi saptanmistir. Medulla kisminda
ise Henle ince, kalin, inen ve ¢ikan pargalarina ait kesitsel goriinim normal histopatolojik

goriinlim sergilemektedir.

Kontrol grubu, sham grubuna benzer sekilde organ korteks ve medulla olarak
ayirtedilmis. Korteks kisminda bobregi distan saran kapsiile yakin yerlesimli kortikal
nefronlar, medullaya yakin sahalarda jukstaglomeriiler nefron yapilarima rastlanmistir.
Glomeriil yapilart normal histolojik goriiniim sergilemektedir. Bu glomeriiler yapilarin

kenarlarinda i¢i dokiilen mikrovilluslarla karakterize proksimal ve daha dar ve temiz liimenli

44



goriinen distal tiibiillerin yerlestigi saptanmistir. Medulla kisminda ise tiibiiler yapilara ait

kesitsel goriiniim normal histopatolojik goriiniim sergilemektedir.

Hava/sepsis grubu bobrek kesitlerinde ise organ korteks ve medulla olarak ayirt
edilmis. Korteks kisminda bobregi distan saran kapsiile yakin yerlesimli kortikal nefronlar,
medullaya yakin sahalarda jukstaglomeriiler nefron yapilarina rastlanmistir. Glomeriiler
yapilarda Bowman bosluklarinda dilatasyonla uyumlu goriiniim hakimdir, bu goriiniim
Olctimlerde istatistiksel agidan anlamli biiylik bulunmustur (Grafik 2). Glomeriil yumagi
olusturan afferent ve efferent damarlarda da dilatasyon, 6dem ve PNL infilitrasyon bulgulari
belirgin sekilde gézlemlenmistir. Glomertl yapilarinin etrafinda goriilen proksimal ve distal
tiibiiller dilate ve epitel tabakalarinda silinme mevcuttur. Yine ayni sekilde kesit diizleminde
saptanabilen arkuat arter, lober arter ve vazarecta kesitlerinde de belirgin bir dilate yap1
hakimdir. Genel anlamda bobrege ait tiim tiibiiler yapilarin liimeninde fibrinéz madde
birikimi ve tiibiil niikleuslarinda kaybolma izlendi. Tiibiiller arasinda fokal odaklar olusturan

mikst tipte iltihabi hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir.

Ozon/sepsis grubunda bobrek kesitlerinde ise organ korteks ve medulla olarak ayirt
edilmis. Korteks kisminda bobregi distan saran kapsiile yakin yerlesimli kortikal nefronlar,
medullaya yakin sahalarda jukstaglomeriiler nefron yapilarina rastlanmigtir. Glomeriiler
yapilarda Bowman bosluklarinda hava/sepsise gore daha az dilate sham grubuna gore daha
dilate goriinlim hakimdir, bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Grafik 2). Glomeriil
yumagi olusturan afferent ve efferent damarlarda da daha az dilatasyon, 6dem ve PNL
infilitrasyonu bulgular belirgindir. Glomertil yapilarinin etrafinda goriilen proksimal ve distal
tiibiiler minimal dilate ve epitel hiicrelerinde minimal silinme mevcuttur (Resim 21-22-23-

24).
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Resim 21 Bobrek Dokusu Sham grubu H&E boyama  Resim 22 Bobrek Dokusu Kontrol grubu H&E
x40 Bar: 125um boyama x40 Bar: 125um

Resim 23 Bobrek Dokusu Hava/Sepsis grubu H&E Resim 24 Bobrek Dokusu Ozon/Sepsis grubu H&E

boyama x40 Bar: 125um boyama x40 Bar: 125um
Bobrek Bowman Boslugu W Bobrek Bowman
Boslugu
5000 -+
4500 - #
4000 -
3500 -
3000 - *
2500 -+
2000 -+
1500 -
1000 -
500 -
0 \ \
Sham Kontrol Hava/Sepsis Ozon/Sepsis
Gruplar

Grafik 2 Bobrek Bowman Boslugu Alani
* Hava/Sepsis Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
# Sham Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
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Biyokimyasal Bulgular

Elde edilen biyokimyasal veriler SPSS 15.0 programi ile yorumlandi. Buna gére Ozon
verilen Kontrol grubunda, hava verilen Sham grubuna goére SOD degerleri ortalamalari
(Grafik 3), Tiyol degerleri ortalamalar1 (Grafik 4) anlamh olarak yiiksek c¢ikarken, MDA

degerleri ortalamalar1 (Grafik 5) anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05).

Hava/Sepsis grubunda Sham grubuna gore SOD, Tiyol diizeyleri anlamli olarak

azalirken MDA degerlerinde anlamli olarak artis saptanmistir (p<0,05).

Hava/Sepsis grubunda Ozon/Sepsis grubuna gére SOD, Tiyol diizeyleri anlamli olarak

azalirken MDA degerlerinde anlamli olarak artis saptanmistir (p<0,05).
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Sham Kontrol Hava/Sepsis  Ozon/Sepsis

Grafik 3 SOD Seviyeleri
* Hava/Sepsis Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
# Sham Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
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Tiyol

Tiyol
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Sham Kontrol Hava/Sepsis  Ozon/Sepsis

Grafik 4 Tiyol Seviyeleri
* Hava/Sepsis Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
# Sham Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)

Sham Kontrol Hava/Sepsis  Ozon/Sepsis

Grafik 5 MDA Seviyeleri
* Hava/Sepsis Grubuyla karsilagtirildiginda (p<0,05)
# Sham Grubuyla karsilastirildiginda (p<0,05)
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TARTISMA ve SONUC

Ozon tedavisi cerrahide yaniklar, yara bakimi, dekiibit iilserleri, kotii iyilesen yaralar,
dermatolojide fungal egzema, herpes simplex ve zoster, akne, alopesi tedavisi, KBB’da Otitis
media ve externa tedavisinde, jinekolojide inflamatuvar genital hastaliklarin tedavisinde,
enfeksiyonlarda ozellikle Hepatit B ve C tedavisinde viral yiikii azaltma amaciyla
kullanilmaktadir. Diyabetik ayak tedavisinde enfekte yara iyilesmesinde kullanim bulmaktadir
[9, 93, 93]. Ayrica agn tedavisinde Ozellikle disk hernisi nedeniyle meydana gelen bel

agrilarinda intradiskal, intraartikiiler kullanim1 da yayginlagmaktadir [95].

Insan ve hayvanlardaki ozon kullanimmin tartismalari hala mevcuttur. Ozellikle
yiiksek doz kullaniminda serbest radikal formasyonlari salinimina bagli yan etkileri ve
inhalasyon yolu ile verildiginde goriilen respiratuar sistemdeki irritan etkileri bu tartismada
onemli rol almaktadir  [96, 97]. Bu nedenler klinik pratikte Oz gaz1 kullanimi
siirlanmaktadir. Son yillarda O; gazmin sepsiste sistemik kullanimu ile ilgili ¢aligmalar
yaymlanmistir [98]. Bu arastirmalar genellikle deneysel sepsis modellerinde uygulanmakta
[8] ve ozellikle endojen antioksidan kapasiteyi artimak amaciyla, proflaktik ozonik 6n
kosullama caligsmalar1 seklindedir. Deney hayvanlarinda intraabdominal sepsis olusturmanin
en bilinen yontemi ¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) ’dur. CLP’dan 24 saat sonra septik
modellerin olusturuldugu saptanmistir [90, 91]. Calismamizda 5 giin boyunca yapilan ozonik
on kosullama sonrasinda, CLP ile sepsis olusturulan ratlardan alinan kan 6rneklerindeki SOD
ve tiyol artisinin yanisira MDA azalmasi ile yararli etkiler gosterilirken, doku 6rneklerinde

sepsise bagli histopatolojik bulgulardaki gerileme de gosterildi [99-104].

Rodriguez ve ark. [105], fekal peritonit indiiksiyonu ile sepsis olusturulmus ratlarda
O; gazt uygulamasinin SOD ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) seviyelerini artirdigini,

dolayisiyla ozonik On kosullanma ile sepsiste meydana gelen endojen antioksidan
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enzimlerdeki artist gostermiglerdir. Bizim calismamizda da CLP ile sepsis olusturulmus
ratlarda ozonik 6n kosullamanin etkin oldugu SOD, tiyol ve MDA serum deger degisiklikleri

ile gozlemledik.

Schulz ve ark. [106], letal polimikroiyal peritonit yapilmis hayvanlarda tekrarlayan Os
gaz1 Oon kosullamasiin mortaliteyi azalttigin1 gostermislerdir. Litratiirde O3 uygulamasinin
tam tersi olarak sagkalim oranlarinda azalma oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur.
Trossiyan ve ark. ‘nin [107] sepsis olusturulmus ratlarda sepsis oncesi 5 giin ozonik 6n
kosullama ile ¢alismalarinda sagkalimin %50 ‘den 35 ‘e diistiigiinii saptamislardir, ek olarak
O; tedavisi TNF ve makrofaj inflamtuvar protein oranmni artirdigimi gostermislerdir bu
nedenle calismacilar O3 gazi O6n kosullamasinin proinflamatuvar olabilece§i sonucuna
varmiglardir. Bizim calismamizda ozonik On kosullama yapilan grupta, histopatolojik
preparatlarda sepsisin etkilerinin azalmis olmasina ragmen, sham grubuna oranla yer yer
hepatosit hiicre sitoplazmasi i¢inde vakuolize tarzda yapilarin birikimi ve hafif hemorajik
alanlar dikkati ¢ekti, ancak biyokimyasal verilere bakildiginda SOD ve tiyol degerlerinin,

MDA degerlerinin anlamli olarak degistigi ve sonucunda inflamasyon ve oksidatif streste

azalma saptandig1 sonucuna varildu.

Bette ve ark., [108] wistar tiirii ratlarda deneysel sepsis sonrasinda tiim gruplara
tazobaktam piperasilin rejimini uygulamislar sadece intraabdominal Oz gazi1 6n kosullamasi
yapilmis olan gruplarda yasam siiresi oranlarinda artis ile birlikte proinflamatuvar sitokinler

olan TNF-a ve IL-1 diizeyinde azalma saptamislardir.

Torossian ve ark. [107], yine sepsis Oncesi uygulanan O; gazi veya antibiyotik
kullaniminin septik ratlarda Oz gazi tedavisinin dogru etkilerini tahmin edilemeyebilecegini
sOylemislerdir. Buna paralel olarak Souza ve ark. [98], tek basina O; tedavisi uygulamislar ve

inflamatuar cevaplart modiile etmisler ve akut akciger hasarini azaltmislar ancak yasam
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strelerinde belirgin bir artig saptayamamislardir. Bizim calismamizda da Os; gazi 6n
kosullamas1 sonucu 6zellikle akciger histopatolojiside bulgularda iyilesme olmasina ragmen

kontrol grubunda, hafif hemorajik alanlar dikkati ¢ekti.

Literaturde intraperitoneal verilecek Oz gazi konsantrasyon ve voliimii hakkinda da
tam bir konsensus saglanmig degildir. Souza ve ark. [98], ¢alismasinda 102 mcg/ml gibi
yliksek konsantrasyonda ancak 20 ml/kg seklinde diisiik voliimlerde O; gazi uygulamislardir.
Schulz ve ark. [106], ise degisik konsantrasyonlardaki ozonu 80 ml/kg uygulamislar ve bu
voliimdeki pneumoperitonyumda potansiyel yan etki olusmadigini gostermislerdir. Bizim
caligmamizda da literatiirlerdeki ¢aligsmalarla benzer olarak 50 mcg/ml O3 konsantrasyonu 80
ml/kg voliimde uygulandi, uygulamaya dair herhangi bir yan etki olusmadi. Bu nedenle
calismada O3 gazi voliimiinden ziyade konsantrasyonun olusan etki ve yan etkilerin daha olasi

nedeni olabilecegini diisiinmekteyiz.

Os; pneumoperitonyumunun yararli etkisinin bir aciklamasi tekrarlayan Os
insuflasyonu peritoneal kavite icindeki adeziv dokularin indiiklenmesine neden olabilir,
boylelikle bakteri ve {irlinlerinin kan dolasimi i¢ine girisini engellemektedir [108]. Bu
engellemenin cevabi biyokimyasal olarak proinflamatuvar mediatorlerin sirkiilasyonda daha
az artis1 ile agiklanabilmektedir ki, bu da ¢alismada bakteri ve iiriinlerinin ozona bagh tedavi
grubunda sirkiilasyona daha az girdigi gostermektedir. Ancak bir takim arastirmacilar yapilan
mikro ve makropatolojik ve elektron mikroskobik caligsmalarda peritonda herhangi bir
bulguya rastlamamigslardir [109]. Sonucta Bette ve ark. [108], O3 gazinin esas etkisinin
adeziv dokular1 indiiklemesi ile gostermedigini savunmuslardir. Bizim ¢alismamizda da O;
gazinin etkisinin aslinda serumda artan antioksidan kapasiteye bagli olabilecegi sonucuna

varilmstir.
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Jacobs ve ark. [110], artmis serum SOD degerlerinin ve Glutatyon peroksidaz
seviyelerinin septik ratlarda artmis sagkalim ile ¢ok iyi korele oldugunu bulmuslaridir. Bizim
calismamizda da ozonik 6n kosullanma ile siiperoksid anyon radikallerine karsi ana savunma
aract olan SOD artis1 sonucunda, antioksidan kapasite artisini sagladik ve sonucta lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA degerlerinde azalma saptadik, ileri ¢aligmalarda bu

degisikliklerin sagkalimi1 da olumlu olarak etkileyecegi diistiniilmektedir.
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OZET

Amag: Sepsis mortalitesi halen ¢ok yliksektir ve yeni tedavi arayislari siirmektedir. Bu
aragtirmada deneysel sepsis modeli olusturulan ratlarda intraperitoneal olarak uygulanan Os;
gaz1 On kosulamasi sonucu antioksidan kapasitede meydan gelen artis1 ve farkli doku
tiplerinde inflamatuvar progeslerde baskilanmayr ve histopatolojik  degisiklikleri

gosterebilmeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu onay: alindiktan
sonra Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezi’nden temin edilen, Wistar albino disi ve erkek
ratlar, uygun kosullarda, serbest su ve gida saglanarak arastirmaya alindilar. Ratlar rastgele 4
gruba ayrildi. 1. gruptaki ratlar sham grubu olarak degerlendirildi ve 5 giin siire ile glinde bir
kez 80ml/kg voliimde intraperitoneal hava verilerek 6. giin anestezi altinda steril kosullarda
batina girildi ve herhangi bir islem yapilmadan batin kapatildi, 7. giin yine anestezi altinda
ratlarin karaciger, akciger ve bobrek dokular1 ve kan 6rnegi alinarak ratlar sakrifiye edildi. 2.
gruptaki ratlar kontrol grubu olarak degerlendirildi ve 5 giin siire ile glinde bir kez 50 pg/ml
doz ve 80ml/kg voliimde intraperitoneal O; gazi verildi, 6. giin anestezi altinda steril
kosullarda batina girildi ve herhangi bir islem yapilmadan batin kapatildi, 7. giin yine anestezi
altinda ratlarin karaciger, akciger ve bobrek dokulari ve kan 6rnegi alinarak ratlar sakrifiye
edildi. 3. gruptaki ratlar hava/sepsis grubu olarak degerlendiridi ve 5 giin siire ile giinde 1 kez
80ml/kg voliimde hava verildi. 6. giin ratlarda sepsis modeli olusturmak amaciyla anestezi
altinda steril kosullarda g¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) yapildi 7. giin septik olarak
kabul edilen ratlardan karaciger, akciger ve bobrek dokular1 ve kan 6rnegi alinarak ratlar
sakrifiye edildi. 4. gruptaki ratlar ozon/sepsis grubu olarak degerlendiridi ve 5 giin siire ile
giinde 1 kez 50pg/ml doz ve 80ml/kg voliimde O3 gazi verildi. 6. giin ratlarda sepsis modeli

olusturmak amaciyla anestezi altinda steril kosullarda cekal ligasyon ve perforasyon (CLP)
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yapild1 7. giin septik olarak kabul edilen ratlardan karaciger, akciger ve bobrek dokular1 ve
kan Ornegi alinarak ratlar sakrifiye edildi. Karaciger, akciger ve bobrek dokularinda
histopatolojik inceleme yapildi, alinan kan 6rneklerinden ise, SOD, Tiyol ve MDA degerleri

calisild1.

Bulgular: Intraperitoneal uygulanan O; gaz1 6n kosullamas1 gruplarda biyokimyasal olarak
tespit edilen SOD ve Tiyol degerlerinde anlamli olarak yiikselme saptanirken MDA degerinde
anlaml diisiis tespit edildi. Bu bize O3 gaz1 6n kosullamasiin antioksidan mekanizmalarda
artis sagladigim1  gdstermektedir. Histopatolojik olarak da karaciger siniizoidlerinde
hava/sepsis grubunda, ozon/sepsis grubuna goére daha fazla biiylime saptanmis bu bulgu
karaciger hasarini belirtmesi acisindan olumlu olarak degerlendirilmistir. Yine bakilan akciger
dokularinda hava/sepsis grubunda ozon/sepsis grubuna gore ¢ok daha fazla oranda alveolar
membran harabiyeti gozlenmistir. Bobrekte yine hava/sepsis grubunda ozon/sepsis grubuna
gore bowman boslugunda artig saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur.
Karaciger dokusunda ozon gazi alan gruplarda saptanan vakualizasyon verilen O; gazi
konsatrasyonuna baglanmistir. Bununla birlikte ileri konsantrasyon, voliim caligmalarina

ihtiyag vardir.

Sonu¢: Calismamizda ozonik 6n kosullanma ile endojen antioksidan kapasitede artis ve lipid
peroksidasyon iirlinlerinde azalma oldugunu, akciger, karaciger ve bobrek histopatolojisinde
de ozonik 6n kosullama yapilan grupta, histopatolojik preparatlarda sepsisin etkilerinin
azaldigimi gosterdik. Bu sonuclarin klinik uygulamaya entegre edilebilmesi i¢in daha ileri

caligsmalara gereksinim vardir.
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