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KISALTMALAR
AA: Arasidonik asit

ACE: Anjiotensin doniistiiriicii enzim
AGE: leri glikasyon son iiriinleri

AHT: Major ozon otohomeoterapi

ALI: Akut akciger hasari

Ang II: Anjiyotensin II

ARDS: Akut solunum sikimtis1 sendromu
ARE: Antioksidan yanit elementleri
BOEX: Oksijen-ozona yari-toplam viicut maruziyeti
CAT: Katalaz

c¢GMP: Siklik guanizin monofosfat
COX-2: Siklooksijenaz-2"nin

Cu-Zn-SOD: Bakir ve ¢inko igeren siiperoksid dismutaz

CLP: Cekal baglama ve delme

DKM: Diyabetik kardiyomiyopati

DM: Diyabetes mellitus

2,3-DPG: 2,3 Difosfogliserat

EAD: Erken afterdepolarizasyon

EBOO: Oksijen-ozona kars1 viicut dis1 kan dolagimi
ECM: Hiicre dis1 matriks

EC-SOD: Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz
FFA: Serbest yag asitleri

GLUT-2: Glukoz transporter-2

GLUT-4: Glukoz transporter-4

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

GST: Glutatyon-S transferaz

G6PD: Glikoz-6-fosfat-dehidrogenaz
HCIO: Hipokloroz asit

HO-1: Hemoksijenaz-1



HSP-70: Is1 sok proteini

H20,: Hidrojen peroksit

4-HHE: 4-Hidroksiheksenal

4-HNE: 4-Hidroksinonenal

IDF: Uluslararasi Diyabet Federasyonu

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

KVH: Kardiyovaskiiler hastalik

KY: Kalp yetmezligi

LOP: Lipid ozonlama firiinleri

LPP: Lipit peroksidasyon siiregleri

LPS: lipopolisakkarit

MAO: Monoamin oksidaz

MAP: Ortalama arter basmcini

MDA: Malondialdehit

MMP: Matriks metalloproteinazlar

Mn-SOD: Mitokondrial siiperoksit dismutaz
MODS: Coklu organ yetmezligi sendromu
MRSA: Metisiline direngli Staphylococcus aureus
NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NF-kp: Niiklear faktor kappa-3

NO: Nitrik oksit

NO:: Nitrik dioksit

NO: Nitroksil anyonu

NOX: NADPH oksidaz

Nrf2: nuclear factor erythroid 2-releated factor 2
0s3: Ozon

0:-03: Oksijen- ozon

0;: Siiperoksit anyonu



OH": Hidroksil anyonu

ONOO': peroksinitrit anyonu

PAD: Periferik arter hastaligi

PAF: Trombosit aktive edici faktor

PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitorii-1
PDGF: Trombosit kaynakli bliylime faktoriinii
PUFA: Coklu doymamis yag asitleri

RAAS: Renin anjiyotensin aldosteron sistemi
RI: Rektal insiiflasyonu

RNS: Reaktif nitrojen tiirleri

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SDBH: Son donem bobrek hastaligi

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu
SOD: Siiperoksit dismutaz

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment
STZ: Streptozosin

SV: Atim hacmini

TBARS: Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri
TGF- B: Doniistiiriicii biiyiime faktorii-f3

UV: Ultraviole

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinii
XO: Ksantin oksidaz
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1. GIiRiS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM)'nin diinya ¢apindaki prevalansi son yirmi yilda
onemli ol¢iide artarak 1985'te tahmini 30 milyon vakadan 2019'da 463 milyona
ulagsmistir ve 2040 yilina kadar 642 milyon bireyin diyabet hastasi olacagi
ongoriilmektedir. DM 6nemli bir mortalite sebebidir. Son yillarda diyabet, Amerika
Birlesik Devletleri'nde 6nde gelen yedinci 6liim nedeni olarak listelenmistir, ancak
cesitli caligmalar diyabetle iligkili 6liimlerin muhtemelen eksik bildirildigini

gostermektedir(1).

DM'li bireylerde enfeksiyon siklig1 ve siddeti daha fazladir. Bunun nedenleri
arasinda, hiperglisemi ile iligkili hiicre aracili bagisiklik ve fagosit fonksiyonunda
tam olarak tanimlanmamis anormalliklerin yani sira azalmis vaskiilarizasyon da yer
almaktadir. Hiperglisemi, ¢esitli organizmalarin (Candida ve diger mantar tiirleri)
kolonizasyonuna ve biiyliimesine yardimci olur. Birgok yaygin enfeksiyon diyabetik
popiilasyonda daha sik ve siddetli goriiliirken, baz1 nadir enfeksiyonlar neredeyse
sadece diyabetik popiilasyonda goriiliir(1). Diyabette, hiperglisemiye bagl olarak
serbest oksijen radikal {iretiminin ve lipid, protein ve niikleik asitlerin oksidasyon
veya peroksidasyonunun arttigi, antioksidan savunma sisteminin yetersiz oldugu
bilinmektedir. Serbest radikal {iretiminin artmasi ise diyabet komplikasyonlarinin

baslamasina ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir(2).

Sepsis, enfeksiyona karsi diizensiz konak yanitinin neden oldugu, yasami
tehdit eden bir organ islev bozuklugudur. Yaygin klinik 6zellikler arasinda organ

islev bozuklugu ile enfeksiyon belirtileri ve zihin bulanikligl; takipne,



hipotansiyon, hepatik, renal veya hematolojik islev bozuklugu yer alir. Son 20 yilda
yapilan arastirmalar, bir¢ok hastanin enfeksiyona yanit olarak akut organ
disfonksiyonu gelistirdigini, ancak Olgiilebilir bir inflamatuar asirilik olmadigmni
(yani, sistemik inflamatuar yanit sendromu [SIRS] olmadan) ortaya koymustur.
Aslinda, diger yolaklarda onemli degisikliklerle birlikte hem pro- hem de anti-

inflamatuar yanitlar mevcuttur(1).

Tedavide giincel klinik yaklasim erken tan1 ve kaynagi belirleme ile
baslamakta ve erken antibiyotik tedavisi temel tas1 olusturmaktadir.
Antibiyotiklerin yaninda kortikosteroidler de onemli yer tutmaktadir. Ancak
steroidlerin de mortaliteliyi ancak %10 azaltabildigi gosterilmistir. Antibiyotik
tedavisi ciddi enfeksiyonlar i¢in ¢ok dnemlidir, ancak kiiresel antibiyotik direnci
artmaktadir ve su anda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan insanligm kars1 karsiya
oldugu ilk on kiiresel halk saglig1 riskinden biri olarak siniflandirilmaktadir. Yeni
antibakteriyel ajanlarm gelistirilmesi yetersizdir ve alternatif bakterisit tedavileri

arzu edilmektedir(3).

Sepsiste en sik etkilenen organ sistemlerinden ikisi solunum ve
kardiyovaskiiler sistemlerdir. Solunum yetmezligi klasik olarak, siipheli
enfeksiyondan sonraki 7 giin i¢inde ortaya c¢ikan hipoksemi ve kardiyak kokenli
olmayan bilateral infiltratlar olarak tanimlanan akut solunum sikintis1 sendromu
(ARDS) olarak kendini gosterir. ARDS, Berlin kriterlerine gore hafif (PaO2/FI02,
201-300 mmHg), orta (101-200 mmHg) veya siddetli (<100 mmHg) olarak

smiflandirilabilir(1).



Kardiyovaskiiler tehlike tipik olarak hipotansiyon seklinde ortaya cikar.
Bunun nedeni acik hipovolemi, yaygin kapiller sizint1 nedeniyle kan akisinin ve
intravaskiiler hacmin yanlis dagilimi, azalmis sistemik vaskiiler direng veya deprese
miyokardiyal fonksiyon olabilir. Yeterli hacim genislemesinden sonra hipotansiyon
siklikla devam eder ve vazopressor kullanimini gerektirir. Erken sokta, voliim
durumu azaldiginda, sistemik vaskiiler direng diisiik kalp debisi ile oldukga yiiksek
olabilir; ancak voliim replasmanindan sonra bu tablo hizla diisiik sistemik vaskiiler

direng ve yliksek kalp debisine doniisebilir(1).

Ozon (0O3), dongiisel bir yapiya sahip ii¢ oksijen atomu igeren bir gazdir.
Antioksidan stresi indiikler ve oksidatif strese karsi direnci artirir ve inflamasyonda
antioksidan ajan olarak kullanilmistir. Oksijen-ozon tedavisinin biyo-oksidatif bir
prosediir oldugu bilinmektedir ve diisiik doz ozon uygulamasi prostaglandin
sentezini, bradikinin ve algojenik maddelerin salinnmmi ve makrofajlardan ve
polimorfoniikleer 16kositlerden proteinaz salgilanmasini inhibe etmektedir(4).
Ozon tedavisi, antioksidan etkiler, immiinomodiilator kapasite ve lokal mikro
sirkiilasyonun modiilasyonu gibi karmasik mekanizmalar yoluyla etki eden,

gelismekte olan bir tedavi stratejisidir(5).

Aslinda, oksijen-ozon (02-O3) tedavisinin etkinligi kismen Os'lin biyolojik
bilesenlerle etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan 1limli oksidatif strese bagli olabilir. O--
O; tedavisi, kronik inflamatuar siiregler ve immiin asir1 aktivasyon ile karakterize
edilen ¢esitli patolojik durumlarda yardimci bir terapotik segenek olarak yaygin

sekilde kullanilmaktadir(6).



Diyabette hiperglisemi ile iliskili hiicre aracili bagisiklik, fagosit
fonksiyonunda bozukluk ve hiperglisemiye bagli oksidatif stresin artmis olmast
hastalarin mortalitesini 0nemli Olglide arttirmaktadir. Sepsise bagli organ
yetmezliklerinde mortaliteyi en c¢ok etkileyen iki organ kalp ve akcigerdir. Bu
sebeple bu iki organ sistemi iizerindeki inflamatuar ve oksidatif etkileri azaltmay1
amagladik. Ozonun antiinflamatuar, antioksidan ve antibakteriyel etkileri
bilinmektedir. Kontrollii ozon uygulamasmin oksidatif bir 6n kosullanmay1 veya
oksidatif strese adaptasyonu ve direnci arttirir. Bu sebeple ozon tedavisi ile sepsisin
kalp ve akciger tlizerindeki inflamatuar etkileri azaltici etkileri olup olmadigini
arastirmay1 amacladik. Bu ¢alismada diyabetik farelede ¢ekal perforasyon sonrasi
gelisen sepsis durumunda, intraperitoneal (ip) olarak uygulanan ozon’ un kalp ve
akciger dokusunu koruyup korumadigmin gdosterilmesi ve az sayidaki literatiir

calismalarina katki saglamay1 hedefledik.

2. GENEL BIiLGILER

2.1.Havan Deneylerinde Farelerin Kullanim

Hayvan modeli ¢alismalari, insanlardaki klinik deneylerden dnce in vivo
ortami simiile ettikleri i¢in her tiirlii bilimsel ¢alismanm kritik bir yoniidiir. Bu
nedenle, genetik ve biyolojik sistem a¢isindan insana en yakin hayvan modelinin
secilmesi tavsiye edilir. Kemirgenler arasinda biyoloji uygulamalar: i¢in tercih

edilenler farelerdir. Fareler daha yiliksek lireme oranma sahiptir ve ayrica



laboratuvarda kullanimi1 ve bakimi1 kolaydir, bu da deneysel hata olasiligini en aza
indirir. Fareler ayrica insanlarla en biiyiik benzerlige sahip hayvanlardan biridir, bu
da onlar1 insanda olan herhangi bir bozuklugu ve hastaligint modellemek igin
secilebilir kilar(7).

Kanser, immiinoloji, toksikoloji, metabolizma, gelisme biyolojisi, diyabet,
obezite, yaslanma aragtirmalarinin yani sira hipertansiyon, Hodgkin hastaligi,
hemolitik anemi, hidrosefali, adrenal yetmezlik, muskuler distrofi ve koroner
aterosklerozis gibi sayisiz hastalik modellerinde fareler kullanilmaktadir. Bugiin,
laboratuvar fareleri modern genetik arastirmalar i¢in de 6nde gelen model olarak
kabul edilmektedir(8).

Genel olarak, tiim Swiss albino fareleri kokenlerinin bulundugu iilke olan
Isvigre'nin adim almuisti. Hepsi 20. yiizyiln basinda Lozan'daki Centre
Anticancereus Romand'da yetistirilen hayvanlardan tiiremistir. Disarida yetistirilen

farelerin ¢ogu tam olarak bu ortak kdkene sahiptir(9).

Sekil 1: Swis albino faresi(9)



Kisa beyaz kiirkleri ve kirmizi gozleri, orta derecede biiyiik kulaklar1 ve az
tiiylii kuyruklar1 vardir (Sekil 1). Yetiskin viicut uzunlugu 7,5-10 cm ve kuyruk
uzunlugu yaklasik 5-10 cm'dir. Bir kafeste birden fazla erkek olmadig: siirece sakin
bir mizaca sahiptirler. Tiim yaygm davranis kategorilerinin normal 6zelliklerini
gosterirler: a) bakim davranist (timar etme, yeme, icme, yuva yapma); b)
arastirma/kesif davranisi (tirmanma, kazma, ¢igneme, koklama); ve c¢) sosyal/cinsel
davranis (bir araya toplanma, birbirini timar etme, koku/bodlgesel isaretleme,

saldirganlik, savunma, cinsel davranis ve sosyal etkilesimler)(9)

Tablo 1: Farelerin bazi yasamsal parametreleri (8)

Parametreler Normal Degerler Unite
Yetigkin agirligi

Erkek 20-40 ar

Disi 18-35 ar
Yasam omrii 1-3(en fazla 4) yil
Giinliik su tiiketimi 6,7 mL
Glinliik yem tiiketimi 5,0 ar
Puberte

Erkek 28-49 giin
Disi 28-49 giin
Gebelik 19-21 giin
Yavru sayist 4-12 adet
Dogum agirligi 1,0-1,5 ar
Laktasyon siiresi 21 giin
Kalp atimi 310-840 atim/dk
Kan basimci1

Sistolik 133-160 mmHg
Diastolik 102-110 mmHg
Kan voliimii

Plazma 3,15 mL/100 gr
Tam kan 5,85 mL/100 gr
Solunum sayisi 163 Dk’da
Tidal volim 0,18 (0,09-0,38) mL




2.2.Farelerde Diyabet

Deney hayvanlarinda diyabet olusturmak i¢in birden ¢cok ydontem

kullanilmaktadwr. Bunlar:

1.Kimyasal ajanlar kullanilarak olusturulan diyabet modelleri

Alloksan

Streptozosin

2. Spontan (genetik) tip 1 DM modelleri

3. Spontan (genetik) tip 2 DM modelleri

4. Gen hedefleme ve transgenik diyabet modelleri

5. Viriislerle olusturulan modeller

6. Pankreotomi

Deneysel hayvan modellerinde diyabet olusturulmasinda en ¢ok kimyasal
ajanlar tercih edilmektedir. Laboratuvar hayvanlarinda yaygimn olarak alloksan
kullanilmaktayken son zamanlarda siklikla streptozosin  (STZ) maddesi

kullanilmaktadir(8).

Diyabet ve komplikasyonlarinin incelenmesi igin yillar boyunca agirlikli
olarak kemirgenlerde olmak {izere cesitli diyabet hayvan modelleri tanimlanmstur.
Kapsamli bir sekilde gozden gegirildigi lizere, bunlarin her biri hastalik
patolojisinin farkli yonlerini taklit eder ve model se¢imi, ¢alisma hedefleriyle ilgili

klinik ydnleri yansitmalidir. Farelerde STZ ile indiiklenen diyabetin ardindan



miyokardda reaktif oksijen tiirleri (ROS), inflamasyon, fibrozis ve apoptozis
seviyelerinde artis rutin olarak goriilmektedir. STZ ile indiiklenen TIDM fare
modeli bir¢gok preklinik bilim insan1 igin tercih edilen bir model olmaya devam

etmektedir(10).

2.2.1. Streptozosin

Streptozotosin (STZ, 2-deoxy-2-(3-(methyl-3nitrosoureido)-D-
glucopyranose) Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenir ve hem

insiiline bagimli hem de insiiline bagimli olmayan diabetes mellitusu indiiklemek

icin kullanilir(11; 12).

STZ antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gibi kemoterapdtik alkilleyici
ajan olarak da kullanilabilmektedir. 1963’ te Rakieten ve arkadaslar1 STZ’nin
diabetojenik etkilerinin de oldugunu gdstermistir(13). Bu etki Junod ve arkadaslari
tarafindan, 1969 da diyabetojenik etkilerin pankreatik adacik B-hiicrelerinin segici
yikimindan kaynaklandigini gosteren daha onceki calismalara(14) dayanarak
karakterize edilmistir(15). Bu etkinin bir sonucu olarak hayvanlarda insiilin
eksikligi, hiperglisemi, polidipsi ve poliiiri goriiliir ki bunlarin hepsi insan tip 1 DM
karakteristik 6zellikleridir. Fare, rat ve maymun dahil olmak tizere bircok hayvan
tiirli STZ'nin pankreatik B-hiicre sitotoksik etkilerine kars1 hassastir, tavsan ise daha
az hassastir. Gliniimiizde STZ en sik olarak rat ve farelerde diyabet olusturmak i¢in

kullanilmaktadir(12).

STZ'ye kars1 hayvan cinsiyeti duyarlilig1 laboratuvar hayvanlarinda diyabet

gelisimi lizerinde gii¢lii bir etkisi vardir. Disiler diisiik doz STZ'nin etkilerine direng



gosterirken, erkeklerin pankreatik adacik B-hiicreleri STZ kaynakli sitotoksisiteye
digsilerden daha yatkin oldugundan, erkek hayvanlar ¢alisma i¢in daha
popiilerdir(16). Erkek farelerin gesitli tiirlerde STZ'ye kars1 daha hassas oldugu
Gurley ve arkadaslar1 tarafindan dogrulanmistir(17). Bu cinsiyet farkinin kesin
nedeni tanimlanmamis olsa da Ostrojenlerin erkek ratlarin STZ kaynakli diyabete

duyarliligini azalttig1 bilinmektedir(18).

2.2.2. Etki mekanizmast

STZ glikoza benzer yapist nedeniyle pankreatik beta hiicrelerine glukoz
transporter-2 (GLUT?2) aracilig1 girip secici olarak birikir ve insiilin sekresyonunu
inhibe ederek insiiline bagimli DM olusumuna neden olur(8; 11). GLUT2
ekspresyonunun  azalmasinin  STZ'min  diyabetojenik  etkisini  Onledigi
bulunmustur(19). STZ’nin diyabet olusturmasinin altinda yatan temel mekanizma
DNA’da hasara ve yikima neden olmasidir. Hiicre i¢ine giren STZ, DNA alkilleyici
etkisine bagli olarak DNA’nin par¢calanmasiyla sonuc¢lanan hasara neden olur. Bu
siire¢ icerisinde DNA onarimu i¢in aktiflesen mekanizmalar sonucunda nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) ve ATP depolar1 azalir. Dolayisiyla hiicresel enerji

depolarmin tilkenmesi beta hiicrelerinde nekroza yol acar(8).

Alternatif bir hipotez STZ’nin hiicre i¢i nitrik oksit (NO) dondrii olarak
davranma potansiyeli ile iligkili olabilecegini one siirmektedir. STZ, guanilil siklaz
aktivitesini ve siklik guanizin monofosfat (cGMP) olusumunu arttirarak pankreatik

beta hiicre hasarma neden olmaktadir(8).



Hipoksantin metabolizmas1 sirasinda hidrojen peroksit dismutasyonundan
kaynaklanan siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirevleri
(ROS)’larin olusumu STZ’nin diger etkilerine eslik edebilir ve beta hiicre yikim
sirecini  hizlandirabilir. Hiicresel stres ile aktive olan, hiicre 06lim
mekanizmalarinda ve dogal yolla olusan tip 1ve 2 DM patogenezinde rol oynayan
N-Terminal kinazin STZ’nin sebep oldugu beta hiicrelerinin 6liimiinde de 6nemli

bir faktor oldugu diisiiniilmektedir(8).

2.2.3. Uygulama sekli

STZ 1518a hassas oldugu i¢in -20 C de ve 1siktan korunarak saklanmalidir.
pH 4-4,5’de stabildir. Cozeltisi kullanilmadan hemen 6nce pH 4,5 olan 0,1 Molar
sitrat tamponu i¢inde taze olarak hazirlanmali ve 1s1iktan korunmahdir(8; 12). STZ
asidik pH'da bile ¢ozeltide kararsiz oldugundan, enjeksiyondan hemen Oncesine
kadar sitrat tamponuna karigtirilmamalidir. STZ ¢6zeltisi taze olarak hazirlanmali
ve ¢oziildiikten sonra 5 dakika i¢inde enjekte edilmelidir ¢linkii sitrat tamponunda

15 ila 20 dakika i¢inde ayrigir(12).

Farelerde STZ ile indiiklenmis diyabet modelleri olusturmak i¢in iki farkli
yontem segilebilir. Bunlardan biri, tekrarlanan diisiik dozlarda STZ kullanmaktir.
Hayvanlara 5 giin boyunca birden fazla diisiik dozda STZ verilir. Bu sekilde, ilacin
toksik etkilerine maruz kalma azaltilir ve hipergliseminin baslamasi geciktirilir. Bir
digeri ise 48 saat iginde tek bir yliksek doz STZ kullanimidir ve 48 saat i¢cinde tam
B-hiicre nekrozu ile hizli bir diyabet modeli saglar(2). Birden fazla, diisiik doz STZ,

tek bir yiiksek doz STZ'den daha az toksik etkiyle iliskili olsa da, bir¢ok arastirmaci
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diyabetik hayvanlar iiretmek i¢in hala tek bir yiikksek doz STZ yaklagimini tercih
etmektedir(12). Farelerde DM i¢in kullanim sekli ve dozlar1 tablo 2’de
Ozetlenmistir.

Tablo 2: Farelerde DM olusturulmasi icin kullanilan STZ 'nin dozlari(8)

DM Tipi Uygulama Sekli Dozu

Tip 1 DM i.p. 60-150 mg/kg tek doz

Tip 2 DM 65 mg/kg i.p. + 150 mg/kg i.p. NAD

Tip 2 DM 40 mg/kg i.p. + 5 hafta siireli yiiksek yagl diyet

Tip 2 DM 90-100 mg/kg i.p. + 3 hafta siireli yiliksek yagh diyet

Kimyasal ajanlarla olusturulan diyabet modellerinde kan glikozunun
yanitlari(8):

STZ uygulamasindan sonra kan glikoz yanitlarinda trifazik olarak

adlandirilan degisiklikler gdzlenmektedir.

1.FAZ: Ik gecici hipoglisemik faz; alloksan uygulamasmdan sonraki ilk 30
dakikada meydana gelen hipoglisemi donemidir. Glikokinaz inhibisyonu sonucu
ATP elde edilememesine bagli olarak gerceklestigi disiiniilmektedir. STZ

glikokinaz enzimini inhibe etmedigi icin STZ enjeksiyonu sonrasinda bu faz yoktur.

2.FAZ: Kimyasal ajanlarm uygulanmasindan 1 saat sonra kan glikoz seviyesinde
artis ve insiilin seviyesinde diisiis gerceklesir. 2-4 saat siiren bu hiperglisemik faz

insiilin sekresyonunun inhibisyonundan kaynaklanur.

3.FAZ: Hipoglisemi ile seyreden bu faz kimyasal ajanlarin uygulanmasindan 4-8
saat sonra ortaya c¢ikar. Cok siddetli seyrederek Oliimlere sebep olabilir. Beta
hiicrelerin 6liimii sonrasinda icerigindeki insiilin dolasima ge¢mesi nedeniyle

olustugu diisiiniilmektedir.
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4.FAZ: Diyabetik hipergliseminin kalici hale gectigi fazdir. Beta hiicre

biitiinligiiniin kayboldugu 12-48 saatin sonunda goriiliir.

2.3.Farelerde Sepsis

Hayvan modellerinde indiiklenmis modellere en 1iyi Ornek sepsis
modelleridir. Bu modelde amag¢ olusturulan hastaligit hedef organizmada
goriilenlere benzer kilmaktir. insanlarda kan dolasimi enfeksiyonlar: ile iliskili

sepsis tablosunu hayvanlarda deneysel olusturmak miimkiindiir(8).

Tablo 3:Sik kullanilan sepsis modellerinde klinik uygulama ve standardizasyon(8)

Model Klinik uyarlama Standardizasyon
Cekal ligasyon ve delinmesi (CLP) | Cok iyi Cok zor

Fekal inokulum Tyi Zor

Havuzlanmus fekal inokulum Iyi Cok zor

Kiiltiir {iretimi bakteri peritonit Orta Kolay

Bakteri ile fibrin pihtist Iyi Kolay

Bakterinin infiizyon modeli Kotii Kolay
Lipopolisakkarit Koti Kolay

CLP yontemi, in vivo sepsis modellemesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
prosediirdiir. Cekum bakterilerle dolu oldugundan, delinmesi polimikrobiyal
peritonit, bakterilerin kana karigmasi1 (bakteriyemi), septik sok, coklu organ
disfonksiyonu ve nihayetinde dliimle sonuclanir. Fekal materyal ¢ekuma rediikte
edildikten sonra iliogekal valfin altindan baglanir. 20 G igne ile iki delik agilir ve
fekal materyalin disariya ¢ikmasi saglanir. Ayrica bilinen bir mikroorganizma ya da
fekal materyalin intraperitoneal inokiilasyonu ile de sepsis modeli olusturabilir.
Cekum ligasyonu ve delinmesi standardizasyonu ¢ok zor olmasma ragmen en sik

kullanilan yOntemdir(8; 20-22). Cilinkii kismen nekroz, doku hasar1 ve
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polimikrobiyal bir enfeksiyonun baslatilmasi yoluyla insan sepsisinin birgok

faktoriinii ve karmasikligini kopyalar(22).

CLP modelinin giliclii yonlerinden biri, prosediirde Olgiilebilir kiigiik
degisiklikler yaparak sepsisin siddetinin ayarlanabilmesidir. Sepsis siddetini
ayarlamak icin yaygin olarak modiile edilen parametreler arasinda baglanan ¢cekum
miktart, peritona sokulan cekum icerigi miktar1 (deliklerin

sayisina/biiytikliigline)(20-22).

CLP modelinde sepsis indiiksiyonunu takiben, kandaki proinflamatuar
sitokin seviyeleri (IL-1B, IL-6, IFNy ve TNF dahil) 6nemli olciide artar ve
indiiksiyon sonrast ~6 saatte zirveye ulasir. Proinflamatuvar sitokinlerin
yiikselisinin hemen ardindan antiinflamatuvar sitokinlerin (6rn. IL-10 ve IL-4)
seviyeleri artar. Benzer sekilde, insan septik hastalarinda TNF, 1L-6, IL-1p, IL-10

serum seviyelerinde artis yaygin olarak gozlenmektedir(22).

Bakteriyemi, farelerde CLP ile indiiklenen sepsisten 6 saat kadar sonra
ortaya ¢ikmaktadir. CLP modeli kemirgenlerde kullanildiginda, hipotermi,
tagikardi, takipne ve bozulmus motor aktivite gibi tipik sepsis veya septik sok
semptomlar1 ile hastalik paternleri gosterirler. Bu semptomlar yaklasik olarak 12
saat sonra ortaya ¢ikar. CLP uygulanan fareler peritonit indiiksiyonundan yaklagik
18 saat sonra 6lmeye baslar. Sepsis ne kadar siddetli olursa 6liim orani da o kadar

artar(20-22).
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2.4.0zon

2.4.1. Ozonun Tarihgesi

Christian Friedrich Schonbein (1799-1868) 1840 yilinda, oksijen varliginda
voltaik bir y1gmla calisirken, bir tiir "stiper aktif oksijen" olabilecek "elektrikli ve
keskin kokulu" bir gazin ortaya ¢iktigini fark ettiginde ozonu kesfetti(6; 23-25).
Voltaik bir ark tarafindan elektrik desarji olusturuldugunda ozonun oksijenden
tiiredigi kavrami, oksijen varliginda bir miktar ozon iiretebilen yiiksek gerilime
ayarlanmis iki elektrot plakasindan olusan siiper-indiiksiyon tiiplinii icat eden

kimyager Werner von Siemens tarafindan pratik olarak uygulanmistir(23).

[k tibbi uygulama, 1. Diinya Savas1 sirasinda Alman askerlerindeki gazli,
travma sonrasi gangreni tedavi etmek i¢in ozon kullanimi gibi goriinmektedir.
Birinci diinya savasi sirasinda (1914-18) Os'lin antibakteriyel 6zelliklerine agina
olan ve ellerinde ¢ok az tibbi kaynak bulunan doktorlar O3'li enfekte yaralara topikal
olarak uygulamig ve Os'lin sadece enfeksiyonu iyilestirmekle kalmayip ayni
zamanda hemodinamik ve antienflamatuar Ozelliklere de sahip oldugunu
kesfetmislerdir(26). 1896'da dahi Nikola Tesla ABD'deki ilk O3 jeneratoriiniin
patentini almistir(6; 26). Ancak ileriye dogru biiyiik bir adim, fizik¢i Joachim
Hansler (1908-1981) tarafindan tibbi kullanim i¢in giivenilir bir ozonlayicinin icat

edilmesi olmustur(24).
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2.4.2. Ozonun Yapisal Ozellikleri

Ozon (0O3) Yunanca koku yaymak anlamina gelir. Dogada stratosferde
bulunur, ancak diatomik oksijenin (O2) yiiksek voltajli elektrik desarjina maruz
brrakilmasiyla yapay olarak da iiretilebilir ve gaz halinde renksiz goriiniir,
karakteristik bir kokusu vardir(3; 6). Ozon, tek basina veya NO; ile elektrik desarj1
ve/veya ultraviole (UV) radyasyonu ile iiretilen dogal, oldukc¢a reaktif, gaz halinde
bir molekiildiir. Dogal ancak kararsiz bir molekiildiir. Molekiil ii¢ oksijen
atomundan (O3) olusur ve molekiil agirligi, oksijen diatomik molekiiliine (32.00)
kiyasla 48.00'dir. Ozon ve oksijenin 100 ml sudaki (0-C'de) ¢Oziliniirliigiliniin
sirastyla 49,0 ml ve 4,89 (ml) (on kat daha diisiik) oldugu bilinmektedir. Sonug
olarak, ozonun sudaki yiiksek ¢oziiniirliigii, biyolojik sivilarda bulunan herhangi bir

¢Oziiniir bilesik ve biyomolekiil ile aninda reaksiyona girmesini saglar(23; 24).

Oksidan maddeler arasinda Os, flor ve persiilfattan sonra en giiclii li¢lincii
maddedir ve bu durum yiiksek reaktivitesini agiklamaktadir. Aktive olmus
lI6kositlerin bile in vivo ozon iirettigi goriilmektedir. Konsantrasyonuna ve

konumuna bagli olarak koruyucu veya saldirgan olabilir(4; 23; 24).

Ozon, Siemens tiipiiniin elektrotlar1 arasinda kurulan ¢ok yiiksek voltaj
gradyanlarinin izin verdigi endotermik bir silire¢ yoluyla saf oksijenden

olusturulur(3):

0, +UV (<242 nm) — O+0O
20, +20 — 203
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Bu reaksiyon tersinir oldugu i¢in pratikte ozonun kendiliginden ayristigi bu
sebeple depolanmasi zor oldugu bilinmektedir. Ozon, oksijenin basingla dogrusal
¢Oziiniirligi agisindan klasik Henry yasasini takip etmez, ¢linkii kandaki bakteriler,

iyonlar ve biyomolekiillerle hemen reaksiyona girer(3; 23).

Ozon konsantrasyonlarinin ABD veya Avrupa'da swrasiyla ppmv veya

mcg/ml olarak rapor edilmektedir. Doniisiim asagidaki gibidir:

1 ppmv = 1.0 mcg/ml veya 1.0 mg/1 veya 1.0 g/m3

Ozon bir gaz olarak 20°C'de 40 dakikalik bir yar1 odmiirle kendiliginden
ayrisir. Bu, ozonun sicakliga bagli yar1 dmre sahip yar1 kararli bir gaz oldugu, ancak
-111.91°C'nin altindaki bir sicaklikta 1.571 g/mL 06zgiil agirhikla sivi halde
depolanabilecegi anlamina gelir. Endiistriyel ozon havadan tiretilir ancak tibbi ozon
yalnizca tibbi oksijen kullanilarak gecici olarak iiretilmelidir ¢iinkii aksi takdirde es

zamanl nitrik dioksit (NO,) iiretimi ¢ok toksik olacaktir(24; 26).

2.4.3. Medikal Ozonun Uretilme Yontemi

Tibbi ozon jeneratorii, 5.000 ila 13.000 V arasindaki voltaj farklarmi
ayarlayabilen bir elektronik programa seri olarak baglanmis 2-4 yiiksek voltaj
tiipiinden olusur. Korona desarj ozonatdrii olarak tanimlanan sistemde ozon,
oksijenin yiiksek voltaj ve toprak elektrotlar1 arasindaki bir bosluktan gecerek
korona olarak adlandirilan bir enerji alani olusturmasiyla olusur. Elektrik
desarjindan gelen enerji, oksijen molekiillerinin oksijen atomlarma par¢alanmasini
saglar ve bu da fazla oksijen molekiilii varliginda ii¢ atomlu ozon molekiiliinii
olusturur. Ozonun sentezlenmesine elektrik desarji1 tarafindan salinan enerji izin
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verirken, ozonun ayrismasina enerji salinimi eslik eder. Jenerator saf tibbi oksijenle
beslenir tibbi amagclar i¢in hava kullanilamaz. Ciinkii %78 azot icerdiginden nihai
gaz karigimi oksijen ve ozonun yani sira degisken miktarda yiiksek derecede toksik
NO: igerecektir. Ayrica, tibbi gaz karisimi konsantrasyonu %95'ten az O» ve %5'ten

fazla O3 icermemelidir (6; 23; 24).

| | I Transformer l

220 V.

Sekil 2: Bir ozon jeneratoriiniin sematik gériiniimii(23)

2.4.4. Ozonun Uygulanma Yéntemleri

Tablo 4: Ozon uygulama yollari(23)

Parenteral Topikal
Intravendz (IV) Nasal?
Intra-arterial (IA)® Tubal?
Intramuskiilar (IM) Auricular
Subcutaneous (SC) Oral®
Intraperitoneal (IPE) Vaginal
Intraplevral (IPL) Uretral ve mesane i¢i
Intra-artikiilar (IAT) Rektal
(A) Periartikiilar Dermal
(B) Myofasiyal Intradiskal (ID) Dental
Intraforaminal (IF)
Intralezyonel (IL)®

130-60 sn apne sirasinda yapilmalidir. "Ekstremite iskemisi igin artik kullanilmamaktadir. Hepatik
metastaz hepatik arter yoluyla embolize edilebilir. ®Intratiiméral veya abse igi fistiil yoluyla.
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Ozonun Insanda Uygulanan Terapotik Modaliteleri(23)
1. Major ozon otohomeoterapi (AHT)
2. Mindr ozon otohomeoterapi

3. Izotonik salin veya glukoz soliisyonunda ¢6ziinmiis hidrojen peroksit ile

biyooksidatif tedavi

4. Oksijen-ozonun rektal insiiflasyonu (RI)

5. Oksijen-ozona yari-toplam viicut maruziyeti (BOEX)

6. Oksijen-ozona kars1 viicut dis1 kan dolasimi (EBOQO)
1. Major ozon otohomeoterapi (AHT)

Bu terim, bir miktar kanin (50-225 ml) bir kol veninden alindig1, nazikge
karistirilarak en az 5 dakika boyunca oksijen-ozona maruz birakildigir ve donore
yeniden IV infiizyonu yapildigi klasik ve essiz prosediirii ifade eder(5; 23). Kanin
viicut disina alindiginda piht1 olusmamasi i¢cin sodyum sitrat %3,8 ¢ozeltisi (10 ml
sitrat art1 90 ml kan) veya heparin (ml kan basma 15-20 IU) kullanilir(23). O3
terapisi, ¢esitli terapotik araliga (mL kan basia 20-80 pg/mL gaz) sahip bir oksijen
02-0; karigimin birlestirir. O3 terapisi uygulamasi, tedavi hedeflerine ve tedavinin

yerine gore degisir(25; 27).
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Butterfly G19
with Luer-lok connection P

SPIKE-G17

Segment C

Sekil 3:AHT bilesenlerinin sematik ¢izimi (23)

2. Minér ozon otohomeoterapi
Minor ozon otohomeoterapi ilk olarak hastadan 5-10 ml lik kan alinip
sonrasinda bu kani tedavinin kapsamina ve hastaliga bagl olarak esit hacimde 40
ila 100 mcg/ml filtrelenmis oksijen-ozon ile karistirilip olusan bu karisimin
intramiiskiiler (IM) veya subkutan (SC) olarak hastaya uygulanmasidir(23).
3. Izotonik salin veya glukoz soliisyonunda ¢oziinmiis hidrojen peroksit ile
biyooksidatif tedavi
[Ik olarak izotonik salin kullanarak denenmis. Kolda ven hatt1 boyunca agr1
olunca ozon-izotonik salin ¢6zeltisinin flebite neden oldugunu diisiiniilmiis. Daha
sonra hidrojen peroksit (H202) kullanarak uygulanmis. Cozeltiyi hazirlamak igin,
0,5 ml steril %15 H2Oz ¢ozeltisini 250 ml %5 steril glukoz ¢ozeltisi veya diyabetik
bir hasta durumunda steril serum fizyolojik ile seyreltip sonrasinda ¢ozelti ozon ile
karistirilip uygulanmig(23).
4. Oksijen-ozonun rektal insiiflasyonu (RI)
0O: -Os'lin rektal insiiflasyonu bir diger yaygin uygulama bolgesidir(25).
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5. Oksijen-ozona yari-toplam viicut maruziyeti (BOEX)

Rektal insiiflasyonu reddeden ve major AHT i¢in vendz erisimi zayif olan
hastalar i¢in viicudu (pulmoner toksisiteden kaginmak i¢in bag ve boyun haric)
ozona dayanikli bir kabin i¢inde uygulanmaktadir. Kabinden gecen gaz akisi
(yaklasik %97 O ve %3 O3 karigimi) 1 L/dk'dir. Tedavi sirasinda nihai ozon
konsantrasyonu, patolojiye ve hastanin durumuna bagli olarak hem kontrollii hem
de degistirilebilir sicaklikta (37-40°C) ve bagil Nemde (<%100) verilen 1
pg/mL'nin altindadir(23; 27).

6. Oksijen-ozona karst viicut dist kan dolasimi (EBOO)

EBOO, hastadan bir ¢ift liimenli bir katater ile kan alinip ve Os’e direngli
bir gaz esanjoriinden gecirildikten sonra peristaltik bir pompa kullanilarak kanmn
dolagima geri verilmesidir. Kan/O3 miktarlarinin degisebildigi ancak her zaman

kesin olarak belirlendigi bir saat icinde yaklasik 5 litre kan O»-O3’lanabilir(27).

Sekil 4: EBOO modeli
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2.4.5. Ozonun etki mekanizmas

O3 dogadaki en giiglii oksitleyici molekiillerden biri olarak kabul edilir.
Bocci ve arkadaslar tarafindan farkli ¢alismalarda bildirildigi lizere, O3 insan
stvilarinda ve dokularinda su ve ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) ile hizla
reaksiyona girerek sirastyla H>O» ve esas olarak 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve 4-
hidroksiheksenal(4-HHE) gibi olusan bir lipid ozonlama {irtinleri (LOP) karigimi
olusturur. O3 maruziyetinden sonra olusan LOP'ler arasinda lipoperoksit radikalleri,
hidroperoksitler, malonldialdehit, izoprostanlar, ozonid ve alkenallerde bulunur(6;
25). HoO> temel ROS olarak kabul edilir ve ozon habercisi olarak gorev yapar.
Bununla birlikte, siiperoksit iyonu (O;") ve hidroksil radikali (OH") gibi ozon
reaksiyonlarmin irlinleri olarak baska ROS'lar da tanimlanmigstir. Yiiksek
reaktiviteleri goz oniine alindiginda, ROS 6nemli hiicre bilesenlerine zarar verebilir
ve son derece kisa dmiirleri (birkag saniye) géz oniine alindiginda iiretimleri hassas

bir sekilde kalibre edilmelidir(6).

H>O2'nin bir kismi, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
serbest ¢Oziinilir antioksidanlar tarafindan azaltilir. H,O, birlestikce, biiylik kismi1
eritrositler tarafindan temizlense de tiim kan hiicrelerine serbestce yayilir. Plazma
ile kan hiicrelerinin sitoplazmasi arasinda dinamik ancak geg¢ici bir H>O> gradyani
olusmasi, bu oksidani ¢cok erken bir efektor haline getirir. H>O> konsantrasyonunun
kiiciik olmasma ragmen toksisite olmaksizin birgok ©Onemli biyokimyasal
reaksiyonu tetiklemek i¢in yeterli olmasidir. Ciinkii hiicre i¢i ortam, tehlikeli bir
artisa izin vermeyen zengin glutatyon (GSH), tiyoredoksin, CAT ve GSH-Px

icerir(28). O3 GSH-Px, CAT ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
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enzimlerin aktivitesini artirir. Insan dokularinda, ROS'un neden oldugu 1iliml
oksidatif stres, GSH-Px, CAT ve SOD gibi endojen radikal temizleyiciler tarafindan

etkisiz hale getirilir(26; 29).

Kontrollii ozon uygulamasinin oksidatif bir 6n kosullanmay1 veya oksidatif
strese adaptasyonu ve direnci arttirir. Ozon dnkosullamasmin serbest radikallerin

hiicresel hasarina kars1 korudugu gosterilmistir(4).

Cesitli ¢alismalarda O>-O3 tedavisinin kas-iskelet agrisiyla ilgili farkh
patolojik durumlardaki etkileri degerlendirilmistir. Agrinin enflamasyon stireciyle
ilgili yaygmn bir semptom oldugu ve O,-O; tedavisinin sadece enflamasyonun
yonetiminde degil ayn1 zamanda nosiseptif algi ve modiilasyonda da 6nemli bir rol
oynayabilecegi yaygm olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, 0,-O3
uygulamasindan sonra serotonin ve endojen opioidlerde bir artis gosterilmistir ve
bu antioksidan molekiiller antinosiseptif yollar1 uyararak agrmin giderilmesine

neden olabilir(6).

Hipoksi ve vaskiilarizasyon bozuklugu, kas erimesi ve kas-iskelet sistemi
rahatsizliklarinda yaygin bir patolojik 6zelliktir. Ozon tedavisi eritrosit hiicresinde
glikoliz hizinda artisa neden olur. Ozon, piruvatin oksidatif karboksilasyonunu
artirarak Krebs dongiisiinii aktive eder ve ATP iiretimini uyarir. Ayrica NADH'de
onemli bir azalmaya neden olur ve sitokrom C'nin oksitlenmesine yardimci
olur(26). Eritrositlerde fosfofruktokinazin aktivasyonu, ATP ve 2,3 difosfogliserat
(2,3-DPG)'nin kanitlanmig bir artistyla glikolizi hizlandirr. Islevsel olarak, Bohr

etkisi nedeniyle oksihemoglobin sigmoid egrisi saga kayar, yani kiigiik bir pH
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azalmasi (yaklasik 7,25) ve 2,3-DPG'de hafif bir artig olur. Saga kayma, oksijenin
hemoglobine kimyasal baglanmas1 zayifladigindan ve iskemik dokulardan oksijen
ekstraksiyonunu kolaylastirdigindan doku oksijenasyonunu iyilestirmek igin

avantajlidir(27; 28).

Glucose
3
v

( Phospha NAOP, 4GSH [ RO-OR
1.3
DPG _ 4
NAOPH “gssc * “a roH

Glucose-6-
AOP )
CATP { 2,3DPG J 1

Lactate HbO, ————# Hb + 0, /.

Sekil 5: Ozonun eritrosit metabolizmast iizerindeki etkisi(26)

Ozonun Immiinoregiilator fonksiyonlari

Kiiciik ve tekrarlanan oksidatif streslerin, antioksidan yanit elementlerinin
(ARE) transkripsiyonunda yer alan nuclear factor erythroid 2-releated factor 2
(Nrf2)’ye aracilik eden transkripsiyonel faktoriin aktivasyonunu indiikleyebilecegi
gosterilmistir(6). Nrf2'nin inflamasyonun hiicre i¢i sinyal yolaklarinda da dnemli
bir rol oynadig1 goriilmektedir. Bu baglamda Li ve arkadaslari, Nrf2-antioksidan
sinyalizasyonunun aktivasyonunun, birka¢ in vivo calismada vurgulandigi gibi,
inflamatuar yanit ve kas atrofisinin 6nemli bir diizenleyicisi olan niiklear faktor

kappa-B (NF-kB)'yi zayiflatabilecegini gostermistir(30).

H>0,, transkripsiyon faktorii NF-kB'nin bir alt birimi olan IkB'yi fosforile

edecek tirozin kinazlarin aktivitesini artirarak NF-kB'nin etkisine aracilik eder.
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Terapotik Oz dozlar1 NF-xB yolunu baskilar. Buna karsilik, yliksek O3 dozlar1 NF-
kB yolunu aktive ederek enflamasyonu tesvik eder Diisiik dozlarda Os'lin
prostaglandin sentezini inhibe ettigi, bradikinin salgilatti§i, makrofaj ve 16kosit
salgilarint artirdigr gosterilmistir. Ayrica interferon, timor nekroz faktorii ve
interlokin  (IL)-2'de artislar goriilir. IL-2'deki artiglarin immiin ~ yanit

mekanizmalarmi baslattigi bilinmektedir (25; 28).

O; lokosit sayisini artirir ve graniilositlerin fagositik yetenegini gelistirir.
Makrofajlar ozon tedavisini takiben daha yiiksek mitokondriyal ROS seviyeleri
sergiler. Oz monosit olusumunu tesvik eder ve T hiicrelerini aktive eder. Es zamanlh
olarak, antikora bagl hiicre sitotoksisitesini tetiklemek i¢in interferon ve

interlokinler (IL) gibi sitokinlerin salinimini uyarir. (5; 28).

Ozonun Antibakteriyel Etkisi

Ozon tedavisi, fosfolipidlerin ve lipoproteinlerin oksidasyonu yoluyla
bakteriyel hiicre zarfinin biitiinliiglinii bozar(5; 31). Mantarlarda, Oz belirli
asamalarda hiicre bliylimesini engeller. Viriislerde, Os viral kapside zarar verir ve
peroksidasyon ile viriis-hiicre temasini bozarak tireme dongiisiinii bozar. Hiicreleri
viriislerin istilasina agik hale getiren zayif enzim kaplamalari, onlar1 oksidasyona
ve viicuttan atilmaya duyarli hale getirir ve daha sonra saglikli hiicrelerle yer

degistirir(26).

Ozon genis spektrumlu, etkili ve giivenli bir bakteriostatik etkiye sahiptir.
Raporlar, ozonun metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),

Streptococcus, P. aeruginosa, Escherichia coli ve mikobakteriler de dahil olmak
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iizere S. aureus'u etkili bir sekilde dldiirebildigini dogrulamustir(5). Ozellikle
hayvan modelleri, vankomisine ek olarak O; tedavisinin hayvanm metisiline
diren¢li Staphylococcus aureus mediastinitini ortadan kaldirma kapasitesini
artirdigin1 - géstermistir(25). Ozon patojenlerle reaksiyona giren fagositler
miyeloperoksidaz tarafindan katalize edilen anyon siiperoksit (O27), H>O» ve

hipoklordz asit (HCIO) tiretir(3; 24).
2.4.6. Ozon tedavisinin kullanildig1 hastaliklar

Inflamasyonda antioksidan ajan olarak kullamlmistir. Yasa bagli makula
dejenerasyonu, iskemik ve enfeksiydz hastaliklar ve yara iyilesme bozukluklari

ozon tedavisinin faydasini kanitladig1 hastaliklar arasindadir(4).

Ateroskleroz, diyabet veya Buerger hastali§i (tromboanjitis obliterans)
nedeniyle uzuv arterlerinde meydana gelen hafif bir tikaniklik bile ayaga giden kan
akismin giderek azalmasina neden olur. Bu patoloji O3-AHT ile tedavi edilmek i¢in
en uygun olanidir. Pentoksifilin ve prostanoidlere (ortodoks tedavinin altin
standard1) kiyasla, O3-AHT'nin iskemik vaskiiler hastalikta daha etkili ve yan
etkisiz oldugu kanitlanmistir(27). Kiiciik bir calismada, 28 hasta kendi ozonlanmis
kanlarini ya da IV prostasiklin inflizyonunu almak {izere randomize edilmistir. Tiim
hastalar statinler, antihipertansif ve antiplatelet agregasyon ilaglar1 ile
konvansiyonel tedaviye devam etmistir. Ozon tedavisinin agrinin azaltilmasi ve
yasam kalitesinin iyilestirilmesi acisindan prostasiklinden daha etkili oldugu

kanitlanmistir, ancak biiyiik olasilikla kisa tedavi siiresi (7 haftada 14 tedavi)
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nedeniyle her iki grupta da alt ekstremitelerin vaskiilarizasyonunda énemli bir fark

goriilmemistir(24).

Ozon en iyi topikal dezenfektan olarak kabul edilir ¢linkii bakteriler,
viriisler, mantarlar ve protozoalar suda serbest kaldiklarinda kolayca okside olurlar.
Ozon tedavisi metabolizmay1 iyilestirerek ve hafif bir sitokin indiikleyicisi olarak

calisarak, bulasici hastaliklar tizerinde faydali bir etkiye neden olmaktadir(24).

Bel agrisinda ozon uygulamasmnin c¢ok etkili oldugu kanitlanmistir.
Dogrudan (intradiskal) veya paravertebral kaslara intramiiskiiler uygulama yoluyla
dolayli olarak uygulanabilir. Spor yaralanmalarina (232 denek) ve enflamatuar
bozukluklara (770 denek) bagl agr ile iligkili bozukluklar iizerinde yapilan bir
baska caligmada da gosterildigi lizere, ozonun anti-nosiseptif sistemin aktivasyonu
gibi ¢ok sayida etki gosterdigi ve lipid peroksidasyon iiriinlerine bagli olarak anti-
inflamatuar etkiye sahip oldugu ve bunun sonucunda siklooksijenaz-2"nin (COX-2)
inhibe edildigi goriilmektedir(24). Sconza ve arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen
yeni bir sistematik inceleme, diz osteoartritinden etkilenen hastalarda O,-Os intra-
artikiiler uygulamasindan sonra diz agrisinin etkili bir sekilde azaltilabilecegini
bildirmistir(32). Ayrica, Ulusoy ve arkadaslar1 geleneksel tedaviye yanit vermeyen
lateral kronik epikondilitten etkilenen hastalarda O»-O; enjeksiyon tedavisinden

sonra olumlu sonuglar bildirmistir(33).

Ozonun dis hekimliginde enfeksiyonlar1 ortadan kaldirmak ve primer kok

clirlik lezyonlarmi engellemek i¢in ¢ok yararl oldugu kanitlanmustir (24)
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Gliniimiizde OAHT, diyabetik ayak, baz1 tiimorler, herpes zoster ve lupus
eritematozus gibi bazi otoimmiin iligkili hastaliklar i¢in tamamlayici bir tedavi

olarak kabul edilmektedir(5).

Ayrica, sistemik ozon tedavisi, kemoradyoterapi direncini hafifletme
kapasitesinin yani sira analjezik, antiaging ve antitiimor ajan olarak biiylik bir

potansiyel gostermistir. (5).

2.4.7. Ozon tedavisinin kontrendikasyonlart

02-O3 tedavisinin kontrendikasyonlar1 temel olarak bu karisimin
antioksidan 6zellikleriyle ilgilidir. Asagidaki durumlar kullanimini engeller veya

smirlar(6):

(a) Onemli dl¢iide glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G-6PD) eksikligi olan
hastalar. Favizm, bu enzimden yoksun bazi kisilerde goriilen hemolitik bir
hastaliktir. Bu enzim, asir1 oksidasyonu ve yogun hemolizi ortadan kaldirabilen ¢ok

onemli indirgeyici esdegerler saglar.

(b) Hamilelik, 6zellikle de erken evre, mutajenik riski diglamak i¢in, her ne

kadar olas1 olmasa da.

(¢) Anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri ile tedavi edilen

hastalar.

(d) Hipertiroidizm, trombositopeni ve ciddi kardiyo-vaskiiler instabilite gibi

anormal durumlar.
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(e) Ozona kars1 alerji oldugu iddia edilmistir,

Cesitli faydalarma ragmen, O3 toksisitesi ve klinik faydasi konsantrasyona
ve uygun bdlgeye uygulanmasma baghdir. Os; tedavisinin en Onemli
kontrendikasyonlarindan biri akciger inhalasyonudur. O3z tedavisi, akcigerin
kompliyansini veya elastik 6zelliklerini degistirmeden hava yolu direncini 6nemli
Olciide artirir. Ayrica, Os'lin goz ve akcigerlerle dogrudan temasi, bu spesifik

bolgelerdeki diisiik antioksidan kapasiteleri nedeniyle kontrendikedir(25).

Tablo 5: Ozonun insanlardaki toksik etkileri(23)

O; 'un havadaki

konsantrasyonu (ppmv) | Toksik etkiler

0.1 G0z yagsarmasi ve Uist solunum yollarinda tahrig

1.0-2.0 Rinit, 6ksiiriik, bas agrisi, bazen bulanti,
0giirme ve yatkin kisilerde astim gelisebilir

2.0-5.0 (10-20 dk) Giderek artan dispne, bronsiyal spazm,
retrosternal agri

5.0 (60 dk) Akut pulmoner 6dem ve bazen solunum felci

10.0 4 saat i¢cinde Olim

50.0 Dakikalar i¢cinde 6liim

2.5.Diyabetes Mellitus

DM, insiilin eksikligi ve bazi durumlarda bozulmus insiilin etkisinin bir
sonucu olarak ortaya c¢ikan yiiksek kan glukozu ile karakterize kronik bir
hastaliktir(2; 34). Heterojen olmasina ragmen diyabet iki genis kategoriye
ayrilabilir. Tip 1 diyabet, pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
kaynaklanir ve total (veya totale yakin) insiilin eksikligi ile sonu¢lanir. Tip 2 diyabet
obezite ile giiclii bir sekilde iliskilidir ve goreceli insiilin eksikligi ve insiilin

duyarliliginda degisken kusurlar ile karakterizedir. Tiim diyabet tiirlerinden

28



kaynaklanan kronik hiperglisemi, mikrovaskiiler komplikasyonlarin (retinopati,

nefropati, noropati) yani sira aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik riskinde artisa

neden olmaktadir. Tibbi beslenme tedavisi, egzersiz, kilo yonetimi ve ilaglar1 iceren

hiperglisemi ve 1ilgili risk faktorlerinin agresif kontrolii, komplikasyon riskini

onemli Olciide azaltmaktadir(34).

Hareketsiz yasam tarzi ve obezitenin getirdigi cagimizin metabolik hastaligi

haline gelmistir. Kronik yiiksek kan sekeri homeostazi bozar, oksidan stresin

artmasina neden olarak bagisiklik tepkisini tetikler, mikro damar ve sinir hasarini

artirir, doku ve organ hasarina neden olur(2). Diyabetin siniflandirilmasi tablo 6 da

gosterilmistir.

Tablo 6: Diyabetin siniflandirilmasi(34)

vakalarin ¢ogu sporadiktir

TiP 1 DM TiP 2 DM
Baslangic yasi Cocukluk veya erken Orta yas ve iizeri, ancak

yetiskinlik donemi, ancak obez cocuklarda ve

her yasta ortaya ¢ikabilir ergenlerde de goriilebilir
Aile oyKkiisii/genetik Genetik risk Giclii genetik bilesen,
faktorler tanimlanmistir, ancak ¢ogu durumda poligenik

tiroid ve diger endokrin
bozukluklar

Cevresel tetikleyiciler | Biiyiik 6l¢iide bilinmiyor Obezite, sedanter yagam
tarzi

Insiilin tedavisi icin | Evrensel Degisken

gereklilik

Diyabetli kisiler %5-10 ~%90

arasinda sikhk

Mliskili bozukluklar Otoimmunite, 6zellikle Hipertansiyon,

dislipidemi, metabolik
sendrom, polikistik over
sendromu
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2.5.1. Diyabetin Epidemiyolojisi

DM'in diinya ¢apindaki prevalansi son yirmi yilda 6nemli dl¢tide artmistir.
Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF)’ye gore 1985'te tahmini 30 milyon
vakadan 2021°de 537 milyona (20-79 yas) ulasmistir. 2030 yilina kadar 643 milyon
ve 2045 yilina kadar 783 milyon bireyin diyabet hastasi olacagi dngoriilmektedir.
DM o6nemli bir mortalite sebebidir. IDF verilerine gore 2021 yilinda DM’ye bagh
yaklagik olarak 6,7 milyon 6limden sorumlu oldugunu ve 20-79 yas arasi
yetigkinlerde kiiresel tiim nedenlere bagli 6liimlerin %11,3"ini olusturdugunu
gostermektedir. Hem tip 1 hem de tip 2 DM prevalansi diinya ¢capinda artiyor olsa
da muhtemelen beslenme degisiklikleri ve artan obezite, iilkelerin daha
sanayilesmis hale gelmesiyle azalan aktivite seviyeleri ve niifusun yaslanmasi

nedeniyle tip 2 DM prevalansi ¢ok daha hizli artmaktadir. (1; 34-36).

2.5.2. Diyabetin Patofizyolojisi

Tip 1 DM genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin etkilesiminin bir
sonucudur ve sonugta pankreatik beta hiicrelerinin immiin aracili yikimima ve
insiilin eksikligine yol agar. Tip 1 DM her yasta gelisebilir. Tip 1 DM'li bireylerin
hepsinde olmasa da ¢ogunda, kanda beta hiicre antijenlerine kars1 otoantikorlarin
varligiyla tespit edilen adaciga yonelik otoimmiinite kaniti vardir. Duyarh
bireylerde otoimmiin siirecin enfeksiydz veya cevresel bir uyaran tarafindan
tetiklendigi diisiiniilmektedir. Hastalarin ¢ogunda, beta hiicre antijenlerine kars1
otoantikorlar bu tetikleyici olaydan sonra ortaya ¢ikar ve bunu insiilin

salgilanmasinda ilerleyici kayip izler. Beta hiicre fonksiyonundaki azalma orani
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bireyler arasinda biiyiik farkliliklar gosterir; bazi hastalar hizla klinik diyabete
ilerlerken, bazilar1 daha yavas ve birkag yillik bir siire i¢inde diyabete doniisiir(1;

34).

Tip 2 DM'ye bir dizi patofizyolojik mekanizma katkida bulunur ve bunlarmn
goreceli 6nemi bireyden bireye degisir. Tip 2 DM, bozulmus insiilin sekresyonu,
insiilin direnci, asir1 hepatik glukoz tiretimi, anormal yag metabolizmasi ve sistemik
diisiik dereceli inflamasyon ile karakterizedir. Obezite, 6zellikle visseral veya
santral, tip 2 DM'de c¢ok yaygmdir (hastalarin >%80'i obezdir). Hastaligin erken
evrelerinde, insiilin direncine ragmen glukoz toleransi normale yakin seyreder,
ciinkii pankreas beta hiicreleri insiilin ¢ikismni artirarak bunu telafi eder. Insiilin
direnci ve telafi edici hiperinsiilinemi ilerledik¢e, bazi bireylerde pankreas
adaciklar1 hiperinsiilinemik durumu siirdiiremez ve yemek sonrasi glukozda
yiikselme olarak tanimlanan IGT olarak ortaya ¢ikar. Insiilin salgilanmasinda
azalma ve/veya glukagon salgilanmasinda artis, hepatik glukoz iiretiminde artisa
neden olarak aglik hiperglisemisine yol acgar. Nihayetinde, bu mekanizmalarin bir
kombinasyonu olarak tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasina yol agan acik beta hiicre

yetmezligi ortaya ¢ikar(1; 34).

Dolasim anormallikleri yaygin olarak goriiliir, mikro ve makrovaskiiler
hastalik seklinde ortaya ¢ikarlar. Yillar boyunca farkli yogunlukta ve
lokalizasyonda asagidaki komplikasyonlar gelisebilir: Diyabetik retinopati, 20-75
yas arasi hastalarin yaklasik %85'inde korliiglin 6nde gelen nedenidir. Diyabetik
nefropati hastalarin %20-40'mda goriiliir ve GFR <15 ml/dk oldugunda, son donem
bobrek hastaligi (SDBH) sakatlik ve erken 6liimiin 6nde gelen nedenidir. Diyabetik
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ayak hastaligi normalde periferik vaskiiler hastalik (PAD), degismis biyomekanik,
muhtemelen polindropati ve enfekte ayak iilserleri gibi cesitli faktorlerden
kaynaklanir. Noromuskiiler disfonksiyon ve kas erimesi ile hem somatik hem de
otonom sinir sistemini i¢eren ndropati, morbiditenin bir diger dnemli nedenidir.
Hizlanmis ateroskleroz siklikla miyokard enfarktiisii, inme ve nekrotik iilserlerle
komplike olan ekstremite vaskiiler okliizyonu ile kendini gosterir. Goriiniise gore
etkisiz leptin aktivitesi ve/veya yag asitleri dismetabolizmasina bagli olan

lipodistrofi, metabolik sendromun bir bagka yoniinii temsil etmektedir(37).

Ileri glikasyon son fiiriinleri (AGE) olusumunda artis: Hiicre ici
hiperglisemi, hiicre i¢i ve dis1 AGE'lerin olusumunda baslatici olaydir. Enzimatik
olmayan glikozilasyon (Maillard reaksiyonu), hemoglobinin beta zincirindeki bir
alfaaminogrup, glikoz gibi indirgeyici bir sekerle reaksiyona girdiginde meydana

gelir(37).

Artan poliol yolu akisi: Aldoz rediiktazin aktivasyonu glukozun sorbitole
donilistimiiniin artmasma ve GSH rejenerasyonu i¢in faydali olan NADPH'in
azalmasma yol acar. Ayrica, nitrik oksit (NO) sentezinin azalmasi trombosit

agregasyonunun ve vazokonstriksiyonun artmasina neden olur(37).

Protein kinaz C izoformlarmm aktivasyonu: Hiicre i¢i hiperglisemi,

diyabetiklerin vaskiiler hiicrelerinde diagilgliserol miktarini artirir(37).

Artmis hekzozamin yolu akisi: Hiicre i¢i glukoz fazlaligi hekzozamin
yoluna yonlendirilerek TGF-B1 ve plazminojen aktivator inhibitorii-1(PAI-1)

iretiminin artmasina neden olur(37).
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Baynes'in diyabetik hastalardaki degisikligin artan oksidatif strese bagl
olabilecegini 6ne siirmiistiir(38). Endotel bolgesinde artan ksantin oksidaz seviyesi,
nitrik oksit (NO) ile hizla reaksiyona girerek vaskiiler gevsemeyi azaltan, trombosit
agregasyonunu artiran ve peroksinitrit anyonunun (ONOQ") olusumuna izin veren
stiperoksit anyonu (O2)'nin lokal salimimini artirir. Bu bilesik oldukca toksiktir ve
dogru hiicre sinyalizasyonu i¢in ¢cok dnemli olan birkag enzimi inaktive eder. ROS
ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik, 6zellikle de diisiik GSH/GSSG orani,
genellikle diyabette hipertansiyondan 6nce gelir. Bir baska kisir dongii de eritrosit
membranina baglanan AGE'lerin lipoperoksit {iretimini ve endotele yapismayi
uyarmasiyla baslayabilir. Bu siire¢ de monositlerin transendotelyal gdg¢iinii

destekleyerek oksidatif stresin siddetlenmesine yol acar(37).

2.5.3. Diyabetin Akciger Uzerine Etkisi

Akcigerin de diyabetin hedef organlarindan biri oldugunu gosteren kanitlar
giderek artmaktadir. Van den Borst ve arkadaslari tarafindan bildirildigi tizere
diyabet, FEV1/FVC oraninin korunmastyla birlikte 1 s'deki zorlu ekspiratuar hacim
(FEV1%) ve zorlu vital kapasite (FVC%) Ongoriilen degerinde 6nemli Olciide

azalma ile iliskilidir(39).

Diyabet siiresinin solunum fonksiyonunu etkilemedigini ve diyabetin
solunum fonksiyonu tizerindeki zararl etkisine hiperglisemi, insiilin direnci, diisiik
dereceli kronik inflamasyon (CRP) ve obezitenin aracilik ettigi 6ne siiriilmektedir.
FEV1 ve FVC degerlerinin normoglisemiden diyabete dogru bu siirekli diislislinii

pekistirmekte ve hipergliseminin solunum fonksiyonlar1 iizerindeki zararli etkisinin
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diyabet tani esiginden Once basladigini ortaya koymaktadir. Plazma glukozu ile
solunum fonksiyonunun iki ana parametresi (FEV1 ve FVC) arasindaki L
seklindeki iligki, prediyabet tanis1 kondugunda normal glukozu olan kisilerde ve
daha 1y1 metabolik kontrol saglayan diyabetli hastalarda negatif bir iliski oldugunu
gostermektedir(40). 4459 katilimcmin yer aldigi genis bir kesitsel c¢alisma,
T2DM'nin solunum fonksiyonu iizerindeki zararh etkisinin prediyabet asamasinda

basladigin1 ve metabolik kontrolle iligkili oldugunu gostermistir(41).

Insiilin direnci ve pulmoner disfonksiyonu birbirine baglayan savunulan
mekanizmalardan ikisi, mitokondriyal zindelikteki azalmaya bagh olarak iskelet
kas1 giicliniin bozulmasi1 ve tip II alveolar epitel hiicrelerinde bulunan insiilin

reseptOrlerinin yiizey aktif madde iiretimini uyarmaktaki gii¢siizliigiidiir(40).

2.5.4. Diyabetin Kalp Uzerine Etkisi

Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (KVH), diyabetli hastalar icin
baslica morbidite ve mortalite nedenidir. Diyabette KVH'nin klinik ve patolojik
ozellikleri genellikle diyabetik olmayan bireylerde ortaya c¢ikanlardan ayirt
edilemez, ancak daha erken yasta ortaya cikar, daha agresiftir ve diyabetli

hastalarda iki ila dort kat daha yiiksek 6liim oranlariyla iligkilidir (34).

Diyabette aterosklerotik KVH patogenezi karmasik ve ¢ok faktorliidiir ve
cesitli mekanizmalar kilit rol oynamaktadir. Hiperglisemi, insiilin direnci,
dislipidemi ve dolasimdaki serbest yag asitlerinde artig gibi metabolik faktorler
aterosklerotik plak olusumuna katkida bulunur. Lipoproteinlerin oksidasyonu ve
glikoksidasyonundaki artiglar aterojenitelerini artirir ve kopiik hiicre olusumunu
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giiclendirir. Ateroskleroz gelisiminde erken bir olay olan endotel disfonksiyonu,
hiperglisemi, insiilin direnci, hipertansiyon ve dislipidemi dahil olmak tizere ¢esitli
metabolik sendrom bilesenleriyle iligkili olarak tanimlanmistir. Hizlanmig plak
olusumuna katkida bulunan sistemik enflamasyon, yag dokusu tarafindan artan
sitokin liretiminin bir sonucu olarak diyabet ve obezitede artmaktadir. Son olarak
diyabet, trombosit reaktivitesinin artmasi ve dolasimdaki fibrinojen ve plazminojen
aktivator inhibitorii-1 seviyelerinin artmasi da dahil olmak iizere pihtilasma
faktorlerindeki  degisiklikler = nedeniyle  protrombotik  bir  durumla

karakterizedir(34).

Diyabetik kardiyomiyopati (DKM), dogrudan koroner arter hastalig1 veya
hipertansiyona bagli olmayan fibrozis, kardiyak yeniden sekillenme ve giderek
ilerleyen kalp yetmezligi (KY) ile karakterize olan kalp yapis1 ve islevindeki
degisiklikler olarak tanimlanir. Diyabet, aterosklerotik kalp hastalig1 olmasa bile
kalp yetmezligi gelisimi igin bilinen bir risk faktoriidiir. Ornegin, Framingham
Kalp Calismasi'nda, kalp yetmezligi siklig1 yas uyumlu kontrollere kiyasla
diyabetik erkeklerde iki kat, diyabetik kadinlarda bes kat artmis ve hipertansiyon,
obezite, dislipidemi ve koroner arter hastaligi icin diizeltme yapilmasina ragmen

devam etmistir(10; 34; 35).

DKM'nin en tipik patojenik Ozellikleri glikoz ve lipid metabolik
bozukluklari, proteinlerin glikasyonu, oksidatif stres, inflamasyon, kardiyak
yeniden sekillenme ve kardiyak disfonksiyondur. Diyabetik ortamlarda, cesitli

antioksidan enzimler inaktive olur veya aktivitelerinde azalma goriiliir ve ROS
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uretimi ile bunlarin oksidatif savunma sistemleri tarafindan ortadan kaldirilmasi

arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak adlandirilir(35).

Normal kosullar altinda, kardiyomiyositler enerji i¢in esas olarak yag
asitlerine  baghdir ve vyalmzca %401 glikozdan elde edilir. Insiilin
sinyalizasyonundaki bozukluklar, insiilinle uyarilan glikoz aliminin baslica aracisi
olan glukoz transporter 4'iin (GLUT4) translokasyonunda azalmaya neden olur. Bu
kusurlar daha fazla FFA (serbest yag asitleri) alimina, oksidasyonuna ve daha diisiik
glikoz alimina katkida bulunur. Yiiksek FFA oksidasyon seviyelerine ragmen, fazla
FFA almmi tam olarak oksitlenmez. FFA alimi ve oksidasyonu arasindaki
dengesizlik nedeniyle seramid gibi kardiyotoksik lipid ara {iriinleri birikerek

lipotoksisite, ROS ve reaktif nitrojen tiirevleri (RNS) birikimine neden olur(35).

Autophagy

Jglucose uptake  Apoptosis Cardiac fibrosis

/ and oxidation \ / and hypertrophy
Insulin resistance '

Hyperglycemia ) Metabohsm disorders — Oxidative stress mmmm) Diastolic and systolic dysfunction

Hyperinsulinemia \ / \
NFFA uptake and /

oxidation Ca?* homeostasis
Inflammation )
Mitochondria

dysfunction

Sekil 6: Diyabetik kardiyomiyopati patogenezinde oksidatif stres(42)

Hipertrofi ve miyokardiyal fibrozis, DKM'de patojenik yeniden
sekillenmenin en yaygin sekilleridir. Bu nedenle, ECM proteinlerinin ve 6zellikle
kolajenlerin birikimi diyabetik kalbi siklikla karakterize eder. AGE'ler ECM
proteinlerini ¢apraz baglar ve bu da fibrozis ile miyokardiyal gevsemeyi bozar.
AGE konsantrasyonundaki artig, anjiyotensin II (Ang II) ve TGF-b gibi profibrotik

sinyallerin upregiilasyonuna neden olur ve bunun sonucunda MMP'ler ve TIMP'ler
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arasindaki dengesizlik de kardiyak fibrozisi destekler. Diyabetik kalpte oksidatif
stres ayrica hiicre i¢i Ca2+ konsantrasyonunda artisa ve sarkoplazmik Ca2+
aliminda azalmaya neden olur ki bunlar miyosit hipertrofisinden sorumludur ve
ayrica miyokardiyal fibrozu tesvik eder. Hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve
dislipidemi gibi metabolik bozukluklar oksidatif stres, enflamasyon, AGE birikimi,
mitokondri hasari, dengesiz kalsiyum regiilasyonu ve kardiyomiyosit apoptozisi ile
sonuglanir. Bunlar kardiyak fibrozisi tesvik eder ve nihayetinde diyastolik veya

sistolik disfonksiyon gelisimiyle sonuglanir(35).

2.6.Sepsis

"Sepsis" kelimesi eski Yunancada ¢iirlimiis et ve kokugma anlamima gelen
bir kelimeden tiiretilmistir. Sepsis, Uciincii Uluslararas1 Konsensiis tanimina gore
bir enfeksiyona karsi diizensiz konak¢1 yanitina ikincil olarak ortaya ¢ikan, yasami
tehdit eden bir organ fonksiyon bozuklugudur"(43). Sepsis sendromu, bakteriyemi,
septisemi, siddetli sepsis ve septik sok dahil olmak iizere sepsise ¢ok ¢esitli tanimlar
uygulanmistir. Sepsis, tiim diinyada yogun bakim iinitelerine (YBU) kabuliin en
yaygin nedenleri arasindadir(44). Onemli bir kiiresel saghk yiikiinii temsil eder ve
diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenlerinden biridir. Sepsis,
yilda tahmini 11 milyon 6liimden sorumludur ve kiiresel olarak yaklasik her bes
oliimden birini olugturmaktadir(45). Septik atak geg¢iren hastalarin akut olayi takip
eden 5 yila kadar 6liim riski artmaktadir ve ayrica yagsam kaliteleri daha kotii
olmaktadir. Anksiyete, depresyon, travma sonrasi stres bozuklugu, bilissel

bozukluk ve yeniden hastaneye yatis oranlar1 daha yliksektir(44).
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SIRS terimi, ortak sistemik yanit1 tanimlamak i¢in ortaya atilmistir. Dort
SIRS kriteri tanimlanmigtir: tasikardi (kalp hizi dakikada >90 atim); takipne
(solunum hiz1 dakikada >20 nefes veya kismi CO; basmnci [PaCO;] <32 mm Hg);
ates veya hipotermi (sicaklik >38 °C veya <36 °C); ve lokositoz, lokopeni veya
bandemi (beyaz kan hiicresi [WBC] pL basma>12.000, pL. basma <4000 veya
bandemi >%10). Bu kriterlerden iki veya daha fazlasini karsilayan hastalar SIRS
tanimint karsilamistir. SIRS siipheli veya dogrulanmis bir enfeksiyoz siirecin
sonucu oldugunda, hastalar "sepsis" olarak tanimlanmistir. Siddetli sepsis, organ
fonksiyon bozuklugu olan sepsis olarak tanimlanmistir. Septik sok da "yeterli sivi
resiisitasyonuna ragmen devam eden sepsis kaynakli hipotansiyon" ile agir sepsisin
bir alt kiimesi olarak nitelendirilmistir. Ancak, sepsisi tanimlamak i¢in SIRS
kriterlerinin kullanilmasmin hem duyarhilik hem de 6zgiilliikten yoksun olmasi
nedeniyle sorunlu oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu tanimlar1 "iyilestirmek" amaciyla,
2016 yilinda Ugiincii Uluslararas1 Konsensiis Gorev Giicii (Sepsis-3) tarafindan
sepsis ve septik sok icin giincellenmis tanimlar yayinlanmistir(43). 2016 yilinda
sepsis, Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) skoru ile 6l¢iilen, enfeksiyona
kars1 diizensiz bir sistemik konak yanitmin neden oldugu yasami tehdit eden organ
fonksiyon bozuklugu ile karakterize bir sendrom olarak tanimlanmugtir. YBU'deki
hastalar i¢in organ disfonksiyonu ayrica SOFA skorunda 2 veya daha fazla puanlk
bir artig olarak tanimlanmistir. SOFA skorunun daha sonra bu hasta popiilasyonunda
mortalite acisindan 1iyi bir gecerlilige ve tahmin yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir. "Agir sepsis" terimi gereksiz oldugu gerekgesiyle terk edilmis ve

septik sok klinik olarak ortalama arter basmcin1 (MAP) 65 mm Hg veya {izerinde
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tutmak icin vazopressor destegi gerektiren hipotansiyon ve hipovolemi kaniti

olmaksizin 2 mmol/L'den yiiksek serum laktat seviyesi olarak tanimlanmigtir(44).

iIk enfeksiyondan kurtulanlar bagisiklikta uzun vadeli bozulmalardan ve
yaygin ikincil enfeksiyonlara kars1 artan duyarliliktan muzdariptir. Aslinda, sepsise
bagl 6liimlerin ~%70'i, immiinosupresyonun bir sonucu olarak hasta ilk septik
olaydan kurtulduktan sonra meydana gelir. Septik bir olay sirasinda, hastalar
apoptotik lenfosit liimiiniin bir sonucu olarak bagisiklik hiicrelerinin sayisinda
keskin bir azalma yasarlar. Lenfopeni, yeni veya ikincil enfeksiyonlara verilen
yanitlarin azalmasina ve latent viriislerin yeniden aktive olmasina katkida bulunur.
Sepsisin neden oldugu bu lenfopeni gegicidir ve septik bir olaydan sonra gelisen

immiinoparaliz, mutlak lenfosit sayilarmin iyilesme noktasinin 6tesine uzanir(22).

Tablo 7: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)(44)

SOFA SKORU PUANLAR
SISTEM 0 1 2 3 4
SOLUNUM
Pa0O2/Fi02, mmHg >400 <400 <300 <200 <100
(kpa) (83.3) | (583.3) (40) (26.7) (13.3)
Solunum Solunum
destegi ile destegi ile
KOAGULASYON
Platelets, x 103/uLL >150 <150 <100 <50 <20
KARACIGER
Bilirubin, <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
mg/dL (umol/L) (20) (20- 32) (33-101) (102-204) (204)
KARDIYOVASKULER | MAP | MAP Dopamine | Dopamine Dopamine
2 < <5or 5.1-15 or > 15 or epi-
70 mm | 70 mm dobutamine | epinephrine | nephrine >
Hg Hg (any dose) | <0.1 or 0.1 or
NE < 0.1 NE > 0.1
SANTRAL SINIR
SISTEMI
Glasgow Koma Skoru 15 13-14 10-12 6-9 <6
BOBREK
Kreatinin <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-49 >5.0
mg/dL(pmol/L) (110) (110-170) | (171-299) | (300-440) (440)
Idrar cikist mL/giin <500 <200
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2.6.1. Sepsisin Patofizyolojisi

Onceleri sepsiste gozlenen organ fonksiyon bozuklugunun, sitokin firtmasi
olarak adlandirilan proinflamatuar aracilarin kontrolsiiz {iretiminin bir sonucu
olduguna inaniltyordu. Ancak, sepsisli hastalarda hem proinflamatuar hem de karsit
bir anti inflamatuar yanitin es zamanli olarak ortaya ¢iktigina dair kanitlar

bulunmaktadir(22; 44).

Yasli hastalar arasinda, 6zellikle de dnemli komorbiditeleri olanlarda, anti-
inflamatuar yanit baskin olabilir. Tersine, major travma sonrasi proinflamatuar ve
anti-inflamatuar aracilarin dengesi ya baslangi¢ seviyesine donebilir ya da bu
hastalar1 organ yetmezligi, enfeksiyon ve sepsise yatkin hale getiren kalici
inflamasyon, immiinosupresyon ve katabolizma durumuna ilerleyebilir(44). Istilac
patojenden gelen lipopolisakkarit endotel hasarma ve endotel glikokaliksinin
kaybma ve hasarli endotel hiicrelerinden nitrik oksit salinimma neden olarak
sepsiste  gozlenen patolojik vaskiiler gecgirgenlige, vazodilatasyona ve

hipoperfiizyona katkida bulunur(44; 46).
MODS

Coklu organ yetmezligi sendromu (MODS), "bir veya daha fazla organin
miidahale olmaksizin faaliyetlerini kendiliginden destekleyememesi" olarak
tanimlanabilir. MODS en yaygin olarak enfeksiyonun sepsis ve septik soka
ilerlemesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Klinik olarak enfeksiyonu tetikleyen
unsurlarin, konagm bu enfeksiyona verdigi dogal yanitin ve yasamu siirdiirmesini

saglayan tibbi tedavinin sonuglarinmn bir kombinasyonu olarak goriiliir. Stirekli
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diyaliz ve gelismis ventilator bakimi dahil olmak iizere iflas eden organlarin
desteklenmesindeki ilerlemeler potansiyel olarak sag kalimi artirmig olsa da
MODS, yogun bakim iinitesinde yaygm bir Olim nedeni olmaya devam

etmektedir(44).

Septik hastalarda MODS goriilme olasilig1 septik olmayan hastalara gore
daha yiiksektir ve sepsis mevcut oldugunda MODS'de mortalite daha yiiksektir
(%31'e kars1 %21). YBU hastalarinin %72’si en az bir organ yetmezligi vardir ve

organ yetmezligi olan YBU hastalar1 arasinda 6liim oran1 %15 civarindadir(44).

SIRS siklikla MODS'un onciilii olarak goriiliir ve MODS ile islev
bozuklugunun stirekliligi tizerinde yer alir. SIRS yanitinin bilesenleri bir ameliyati,
atesli bir hastalig1 veya yaralanmayi takiben neredeyse tiim hastalarda goriiliir.
SIRS siklikla MODS'a ilerlemeden diizelir. MODS, devam eden, diizensiz veya
tedaviye direngli SIRS yanitinin ilerleyici organ sistemi dengesizligi ile bir sonucu

olarak goriilebilir(44).

MODS'un baslangicinda ve yayilmasinda ortak bir tema, diizensiz bir
bagisiklik yanitinin varhigidir. Devam eden doku hipoperfiizyonu muhtemelen akut
inflamatuar yanitin aktivasyonuna, oksidatif dengesizlige, hiicresel proteinlerin
yapisal olarak yeniden diizenlenmesine, bagisiklik sisteminin diizensizligine,
apoptotik yollarin aktivasyonuna, hiicre ¢liimiine ve organ disfonksiyonuna yol
acar. Inflamasyon, doku hasar1 ve enfeksiyondan iyilesme sirasmnda normal bir
slire¢ olmasina ragmen, organ yetmezligi kalic1 proinflamatuar bagisiklik sistemi

aktivasyonundan kaynaklanabilir. Bu siire¢ mikrosirkiilasyonda degisikliklere yol
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acarak endotel hiicre disfonksiyonu, endotel hiicre glikokaliksinin kaybi, bozulmus
eritrosit deformabilitesi, artmig 10kosit, trombosit adezyonu ve mikrovaskiiler
trombiis olusumu ile sonuglanarak hiicresel hipoksi ve organ disfonksiyonuna

neden olur(44).

2.6.2. Sepsisin Kalbe Etkisi

Siddetli sepsis ile iliskili kardiyovaskiiler degisiklikler arasinda vazoplejik
sok, miyokardiyal disfonksiyon, degismis mikrovaskiiler akis ve yaygin endotel
hasar1 yer almaktadir. Sepsis, trombositlerin ve I6kositlerin yapigsmasi ve
aktivasyonu ile endotelyal adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonu ve
aktivasyonu ve pihtilasma kaskadinin aktivasyonu ile karakterizedir. Bu durum
yaygin endotel hasarinin yani sira endotelyal glikokaliksin dokiilmesiyle sonuglanir
ve bu da orantisiz vazodilatasyonu, artmis vaskiiler gecirgenligi ve mikrovaskiiler

trombozu daha da gii¢lendirir(44).

Vazodilator sok veya vazopleji, vaskiiler diiz kasmn kasilamamasindan
kaynaklanir, arteriyel ve vendz dilatasyonla sonuglanir.  Vazoplejinin, NO
iiretiminin artmasiyla indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunun
artmasi, kas hiicresi membraninin hiperpolarizasyonuyla sonug¢lanan K-ATPaz
kanallarmin aktivasyonu, natriiiretik peptitlerin (NO ile sinerjik olarak hareket
eden) iiretiminin artmas1 ve goreceli vazopressin eksikliginden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Venodilatasyon vendz kapasitansi artirir, bu da vendz doniisii azaltir

ve vaskiiler sizintinin neden oldugu intravaskiiler hacim agigini artirir(44).
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Sepsiste kardiyak fonksiyonu degerlendiren ilk c¢aligmalar sistolik
fonksiyona odaklanmistir. Bununla birlikte, diyastolik disfonksiyonun sistolik
fonksiyondan daha belirleyici oldugu giderek daha fazla kabul gormektedir. Hafif
derecede azalmis sistolik fonksiyon karsisinda artmis ventrikiiler dolum baslangicta
atim hacmini (SV) korurken, bozulmus ventrikiiler dolum ile diyastolik
disfonksiyona ilerleme yeterli kompansasyonu engeller ve kalp debisi diiser. Bu
hastalar, kardiyak dolum basinglarin1 artiran ve SV'de minimum da olsa artisla

pulmoner konjesyona yol acan siv1 yiiklemesine kotii yanit verir(44).

2.6.3. Sepsisin Akcigere Etkisi

Sepsisin en sik goriilen komplikasyonlarindan biri akut akciger hasaridir
(ALI). Sepsis hastalarinin yaklasik %40'inda ALI/ARDS gelisir(47; 48).
ALI/ARDS olan hastalarda mortalite son on yilda azalmis olsa da %30-60 gibi
yiiksek bir oranda seyretmeye devam etmektedir(49; 50). ALI, kisa vadede 6liimiin
ve uzun vadede yasam kalitesinin diigmesinin 6nemli bir nedenidir.

Akut akciger hasar1 (ALI) ve daha agwr formu olan akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS), akcigeri dogrudan veya dolayli olarak etkileyen ¢esitli patolojik
stireclerden kaynaklanabilir. Bakteriyel enfeksiyona yanit olarak, akcigerlerdeki notrofil

aktivasyonu ALI'ye yol acar ve polimorfoniikleer nétrofillerin (PMN) infiltrasyonu sepsis

kaynakli pulmoner disfonksiyon ve hasar igin birincil mekanizmayi temsil eder(51).
Vaskiiler gecirgenlikteki artisin neden oldugu proteinden zengin akciger 6demi,
ALI/ARDS'nin evriminin erken donemindeki baslica patolojik bulgudur. Alveolar

tagsma, alveolar kollaps (interstisyel 6demin neden oldugu), kompliyansin ve
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fonksiyonel rezidiiel kapasitenin azalmasina yol agar(47; 50; 52). ARDS,
inflamatuar mekanizmalar nedeniyle normalde hava ile dolu olan alveollerde su ve
hiicresel materyal birikimi ile karakterizedir. Bununla birlikte, ARDS'nin fibro-
proliferatif fazi sirasinda ortaya cikan fibrozisin havalanma kaybma yol acarak

akcigerlerin radyolojik yogunlugunun artmasina neden oldugu goriilmiistiir (52).

ALI, ¢ok sayida enflamatuar sitokin hiicre i¢ci ve hiicre disi matrikse
salinarak akciger dokusu hasarina, alveolar membran hasarma ve alveolar-kilcal
difiizyon disfonksiyonuna yol agarak kalic1 hipoksemiye neden olur(50; 53).
Sepsisin bir sonucu olarak kabul edilen akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS),
timor nekroz faktorii o (TNF-a) veya interlokin 1 (IL-1B) gibi proinflamatuar
sitokinlerin asir1 salinimi da dahil olmak iizere bir¢ok farkli olaym neden oldugu
alveolar bariyer hasar1 ile karakterizedir(54). Inflamatuar siiregte, doku yikimi
potansiyeli ile koruyucu immiin savunma ve doku onarimi mekanizmalar1 arasinda
hassas bir denge mevcuttur. Erigkin solunum sikintis1 sendromu (ARDS),
inflamatuar dengenin doku hasarina dogru kaydigi bir hastalik durumu olarak
karakterize edilmistir. Asir1 inflamatuar reaksiyonlar ve Ozellikle ndtrofil
aktivasyonu ARDS patogenezinde rol oynamaktadir (55).

Diyabetiklerde ALI insidanst ¢cok daha diisiiktiir ve solunum yetmezligi
daha az goriiliir. Dolayisiyla, diyabet ALI’de koruyucu bir rol oynuyor gibi goriinse
de, bu korumanin mekanizmalar1 hala bilinmemektedir. Filgueiras ve arkadaslarinin
sepsisli diyabetik ratlarda yaptig1 bir ¢calismada inflamasyonun azalmasmin alveolar
makrofajlarda ~ NF-kB  aktivasyonunun  bozulmasiyla  iliskili  oldugu

bulmuslardir(48).
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2.6.4. Diyabetiklerde Sepsis

Diyabetes mellituslu hastalarda enfeksiyon ve sepsis gelisme riski artmustir
ve tlim sepsis hastalarmin %20,1- 22,7'sini olusturmaktadir. Bu iliski ilk olarak bin
y1l dnce, diyabetin siklikla tiiberkiiloz ile komplike oldugunu kaydeden ibn-i Sina
(980-1027) tarafindan gézlemlenmistir. Enfeksiyon, diyabet hastalarinda morbidite
ve mortalitenin 6nemli bir nedeni olmaya devam etmektedir ve muhtemelen
konakg1 yanitinda, 6zellikle nétrofil kemotaksisi, adezyon ve hiicre i¢i 6ldiirmede
goriilen anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Humoral defektler mevcuttur (hem
antikor yanitlarinda hem de kompleman opsonizasyonunda) ve fagositozda bir
defekt olduguna dair daha 6nceki raporlar mevcuttur(56). Enflamasyon ve dogustan
gelen bagisikliktaki bu degisiklikler, diyabet hastalarmin enfeksiyona karsi artan
duyarhiligina katkida bulunur(48). Diyabetli sepsis hastalarinda, diizensiz bagisiklik
mekanizmalar1 konak¢i yanitini biiyiikk Ol¢iide artirmaktadir. Yetersiz glisemik
yonetimin 6nemli sayida ciddi enfeksiyona katkida bulundugu ortaya konulmustur.
Sepsis ayrica bagisiklik sisteminin Omriinii kisaltarak {iretme ve ¢alisma
kabiliyetini azaltarak zarar verir. Zaman i¢inde bu bozulma bagisiklik sisteminin
hassas dengesini bozar(57). Yaklasik 85.000'1 diyabetik (¢cogunlukla T2DM) olmak
iizere 150.000'den fazla hasta iizerinde yapilan biiyiik boyutlu retrospektif kohort
caligmasi, zayif glisemik kontrol ile yiiksek ciddi enfeksiyon riski (sadece sepsis
degil) arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu dogrulamistir(58). Sepsisli 1.104 hastanin
degerlendirildigi baska bir ¢caliymada 241 (%21,8) hastada DM oykiisti oldugu

tespit edilmistir(59).
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Diyabetik hastalar sepsis sonrast komplikasyonlar1 ve artan mortaliteyi
yasayan en biiylik popiilasyonu olusturmaktadir. Hem kronik hem de stres kaynakli
hiperglisemi ve T2DM ile iligkili obezite ve dislipideminin neden oldugu
inflamasyon ve insiilin direnci dahil olmak iizere cesitli metabolik anormallikler,
enfeksiyonlara karsi konak tepkisini daha da kotiilestirmektedir. Ozellikle,
diyabetik hastalar glisemik kontrolden bagimsiz olarak diyabetik olmayanlara
kiyasla enfeksiyonlar i¢in daha yiiksek hastaneye yatig riski gdstermistir. Diyabetik
hastalarda, kotii metabolik kontrol hastaneye yatis riskinin {ic kat artmasiyla
iliskilendirilmistir. Hem sepsis hem de kronik hiperglisemide, reaktif oksijen tiirleri
ve inflamatuar aracilarin olusumu nedeniyle glikokaliks hasar1 mikrosirkiilasyonu
etkiler ve organ hasarina yol agar. Diyabet ve siddetli sepsisin bir arada bulunmasi
ayrica eritrosit deformabilitesini tehlikeye atar, mikrosirkiilasyonu kétiilestirir ve

organ disfonksiyonunun ilerlemesini hizlandirir(60).

2.7.0ksidatif stres

Oksidatif stres ¢esitli hastaliklarin 6nemli bir bileseni olarak kabul
edilmektedir. Bu cesitli hastaliklarda oksidatif stres serbest radikaller ve radikal
olmayan bilesiklerle olusur. Serbest radikaller fizyolojik ya da patolojik
reaksiyonlar sirasinda olusabilen eslenmemis elektronu bulunan atom ve
molekiillerdir(61). En ¢ok bilinen oksidatif bilesikler reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’dir. ROS’lar siiperoksit anyonu (Oy"), hidroksil
anyonu (OH") gibi oksijen merkezli radikaller veya hidrojen peroksit (H203),

hipoklorik asit (HOCI) ve singlet oksijen gibi radikal olmayan oksijen tiirevlerinden
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olusur. Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO) ve azot dioksit ( NOz) gibi
serbest radikaller veya peroksinitrit (ONOO") ve nitroksil anyonu (NO") gibi radikal
olmayan tiirevlerden olusur(62). Iskemide arteriyel kan akismin engellenmesi doku
hipoksisine, mitokondriyal elektron tasima zinciri islev bozukluguna ve hiicre ici
antioksidan mekanizmalar1 asan reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa neden olur.
Artan ROS'un neden oldugu oksidatif stres, endotel disfonksiyonu, DNA hasar1 ve
artmis inflamatuar yanit ile sonuglanir(2).

Mitokondriyal islev bozuklugu asir1 ROS iiretimine neden olarak oksidatif
protein ve lipid hasarinin artmasina, ATP iiretiminin azalmasma ve DNA hasarinin
birikmesine yol agabilir(5). ROS ¢ok aktif ve kararsizdir, oksidatif stres seviyesinin
yani sira SOD, GSH-Px enzim aktivitesi ve malondialdehit (MDA) ekspresyonu

yoluyla hasarin derecesini dolayli olarak yansitir(63).

2.7.1. Diyabette oksidatif stres

Oksidatif stresin insiilin direnci ve diyabet gelisimi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Giderek artan sayida kanit, DM hastalarinin vaskiiler dokularinda
hiperglisemiye yanit olarak oksidatif stresin arttigini gostermektedir. Hiperglisemi
ile indiiklenen ROS seviyesindeki artisin, diyabetik ratlarn sol ventrikiiliinde
kasilma fonksiyonunda bozulmaya ve miyokardiyal fibrozise yol a¢tig1 ¢esitli
raporlarda gosterilmistir(30). Oksidatif stresin insiilin sinyalizasyonunu ve iskelet
kasindaki hiicreye glukoz alminda sorumlu olan GLUT-4 tasityicisinin

translokasyonunun bozuldugu gosterilmistir(64).
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ROS eksikligi olan farelerin iskelet kasi hiicre dizilerinin kullanildig1 yeni
bir calismada, ROS'un histon modifikasyonunu degistirerek glukoz tastyici
transkripsiyonunu azalttigi bulunmustur(65). Yiikksek ROS seviyesinin insiilin
sinyalini bozdugu, pankreas hiicrelerinin bunu bir dereceye kadar telafi edip
yeterince yiiksek insiilin salgilayabildigi ve kan glukoz seviyesinin diisiik
tutulabildigi varsayilmaktadir. ROS sadece insiilin direncine neden olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda insiilin salgilanmasin1 da azaltir. Dolayisiyla, ROS'un bu
mekanizmalar1 diyabet i¢in tetikleyicidir ve buna karsilik, yiiksek glikoz durumu
yiiksek oksidatif stresi indiikler. Yiiksek oksidatif stresin organ hasarmin yani sira

kan sekeri kontroliinii de kotiilestirdigi diistiniilmektedir(66).

Oksidatif stresle sonu¢lanan ROS’lar, siliperoksit anyonu (O>°), hidrojen
peroksit (H20») ve hidroksil radikalinin (OH") asir1 iiretimi, diyabette kalp, bobrek
ve iskelet kasi gibi hedef organ hasarmmin yaygin bir nedeni olarak kabul
edilmektedir. Giderek artan sayida kanit, diyabetik kalpte ROS iiretiminin arttigmi
gostermektedir. Ozellikle, ROS diyabetik kalbin mitokondrisi iginde iiretilir. ROS
aracili kardiyak hasara kars1 ilk savunma hatt1 SOD, CAT ve GSH-Px dahil olmak
iizere g¢esitli antioksidan enzimlerden olusur. Oksidatif stresin diyabette
miyokardiyal yeniden sekillenmeye katkida bulundugu birkag¢ faktor olabilir. Ilk
olarak, oksidatif stres kardiyak miyosit hipertrofisi ve apoptozunda rol oynar.
SOD'nin kismi inhibisyonunun neden oldugu ROS'deki hafif bir artig, izole
kardiyak miyositlerde hipertrofi ve apoptoz ile sonuglanir ve her ikisinin de
diyabetik miyokardiyal hasara katkida bulundugu diistiniilmektedir. Spesifik

olarak, diyabetik kalpte apoptoz insidansi artar, bu da miyosit kaybina, kalint1
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miyositlerin telafi edici hipertrofisine ve interstisyel fibroza neden olabilir. ikinci
olarak, oksidatif stres MMP'lerin aktivasyonunu indiikler. MMP'lerin kardiyak
fibroblastlarda ROS tarafindan aktive edildigi gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak, artmig ROS MMP aktivasyonuna ve dolayisiyla diyabette interstisyel
fibrozis gelisimine katkida bulunur. Ugiincii olarak, diyabetle iliskili son organ
komplikasyonlarinda biiyiime faktorlerinin olast rolii giderek daha fazla kabul
gormektedir. TGF-f ve bag dokusu biliylime faktorii kardiyak fibroblast ve
miyositlerden kolajen ve fibronektin liretimini indiikler ve her iki faktoriin artmig
ekspresyonu diyabette kardiyak yeniden sekillenmenin gelisimine ve ilerlemesine

katkida bulunur(67; 68).

Diyabette endotel, NO'nun islevsel faaliyetlerine kars1 koyan ve damar
vazokonstriksiyonunun yani sira trombosit aktivasyonuna neden olan ve bu nedenle
mikrovaskiiler hasardan en azindan kismen sorumlu olan daha fazla stiperoksit (O2"
) anyonu iretir. Asirt Oz iiretimi ve bunun sonucunda NO ve O arasindaki
fizyolojik dengenin saglanamamasi sadece hipergliseminin dismetabolik
sonuclarindan degil aym1 zamanda endotel hiicrelerine bagli ksantin oksidaz

miktarmin artmasindan da kaynaklanmaktadir(37).

Lizin ve arginin kalintilar1 ile karbonhidratlar arasindaki reaksiyonlar
(glikoksidasyon adi verilen bir reaksiyon) AGE'ler ile sonuglanir. Bu siire¢ normal
metabolizma sirasinda da meydana gelir, ancak hiperglisemik, hiperlipidemik ve

oksidatif stres kosullar1 altinda daha da belirgindir(61).
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2.7.2. Sepsiste oksidatif stres

Sepsis ve ozellikle septik sok, yiiksek oksidatif potansiyel hasarla iliskili
olarak diizenlenmemis bir modda biiylik miktarlarda serbest radikal iiretimini
indiikler. Sepsis ve septik sokta oksidatif stresin varligini gosteren cesitli serbest
radikal kaynaklari tespit edilmistir. ROS’larin erken tiretimi deneysel ¢aligmalarda
gosterilmistir. Lipid peroksidasyonu gibi unsurlar belgelenmis ve organlarin ¢coklu

disfonksiyon gelisimiyle iligkilendirilmistir(69).

Septik modelde hayvanlarin %40-50'sinin septik siirecin baglamasindan 18-
24 saat sonra ¢oklu organ yetmezligi nedeniyle 6ldiigii dikkate alindiginda,
yetmezlige yol acan olaylar dizisinin bu organlardaki oksidatif stres tarafindan
baslatildig: diisiiniilmektedir. Sepsiste asir1 ROS iiretiminin ortaya ¢iktig1 ve yliksek
lipid peroksidasyonu, azalmis C vitamini ve antioksidan enzimlerle ifade edilen

kronik oksidatif stres iirettigi iyi bilinmektedir(69).

ROS ve RNS, IL-6, interferon-c, 1okotrienler, tromboksan, trombosit aktive
edici faktor (PAF) gibi diger sitokinler ve aracilar da sepsis sendromu ve septik sok
gelisimine katilmaktadir. Bu olaylar dizisi nétrofillerin aktivasyonuna ve peritonitli
hastalarda lipid peroksidasyonunda artisa yol acar. ROS normal hiicre i¢i siireglerle
iiretilebilir, ancak inflamatuar uyaranlara yanit olarak ve ayrica inflamatuar hiicreler
tarafindan abartil1 bir sekilde iiretilebilir. Bu yliksek reaktif eslesmemis elektronlar,
sliperoksit radikalleri liretmek i¢in molekiiler oksijenin indirgenmesine neden olur.

SOD siiperoksidin H>O, doniisiimiinii katalize ederken, GSH-Px H>O’in suya
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doniisiimiinii katalize eder. Septik sokta, serbest radikallerin agir1 {iretimi nedeniyle

bu enzimlerin seviyeleri ve aktiviteleri azalir(70).

Bu agsir1 sitokinler veya kemokinler makrofajlar1 ve noétrofilleri enfekte
bolgeye ceker ve daha sonra sitotoksik ROS salgilar, sonu¢ olarak immiin yaniti
daha siddetli hale getirir. Enfeksiyoz faktorlerin varligi, fagositozun engellenmesi
veya antibiyotiklere karsi kazanilmis direng, enfeksiyona karsi konak yanitini
yetersiz hale getirebilir. TNF-a ve IL-1f gibi sitokinler immiin yanitin erken fazini
diizenler. Oksidatif stres, enflamasyona ve dolayisiyla doku yikimina katkida
bulunarak sepsis vakalarinin seyrini olumsuz yonde etkilemektedir. Normal
kosullar altinda oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir, ancak hiicrelerdeki
oksidan konsantrasyonu arttiginda bu durum degisir ve ¢esitli organlarm isleyisini
bozar. Hayvan modelleri iizerinde yapilan son ¢aligmalarda, oksidatif stres
belirteglerinin sepsisle iliskili olarak degistigi gosterilmistir. Azalmis SOD ve GSH
enzim aktiviteleri ve artmis MDA seviyeleri sepsis belirtegleri olarak
kullanilmaktadir. Sepsis, hastalarin bagisiklik tepkilerini aktive eden bakteri veya
diger faktorlerin varliginin bir sonucudur ve akciger hasar1 da dahil olmak iizere
organ hasarina neden olur. Kontrolsiiz inflamatuar yanitlar, artan ROS aktivitesi ve
yiikselen sitokin seviyeleri yogun bakim {initelerindeki hastalarin hayatini tehdit
etmektedir. Kumarin gibi antioksidan molekiiller, artan oksidatif stresi onlemeye ve

sepsis vakalarinda goriilen sitokin firtinalarini sinirlamaya yardimcei olabilir(54).
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2.7.3. Kalpte oksidatif stres

ROS aerobik metabolizmanin normal bir yan {iriinidiir. ROS, iskemi-
reperflizyon hasari, miyokardiyal stunning, apoptoz, inflamasyon ve arterioskleroz
gibi kardiyovaskiiler sistemin bir¢ok bozuklugunda kritik bir rol oynamaktadir(71;
72). Kalpte ROS i¢in potansiyel kaynaklar mitokondri, ksantin oksidaz (XO),
sitokrom P450 bazli enzimler(71) ve NADPH oksidaz (NOX)’1 i¢erir. ROS, iyon
kanallari, sarkoplazmik retikulum kalsiyum salim kanallar1 ve miyofilament
proteinleri gibi miyokardiyal uyarim-kasilma baglantisinda yer alan temel
proteinler ve miyosit biiyiimesine bagli sinyal yollar1 dahil olmak iizere ¢esitli hiicre
ici proteinlerin ve sinyal yollarmi aktivitesini modiile edebilir. "Oksidatif stres",
ROS iiretimi antioksidan savunma sistemlerinin tamponlama kapasitesini astiginda
ortaya ¢ikar ve hiicre iginde asir1t ROS'a yol acar(72). Belirli kosullar altinda ROS
birikimi, mitokondri tarafindan apoptotik hiicre 6liimiine yol agabilecek bir ROS
iiretim patlamasini1 ("ROS kaynaklt ROS salinimi1") tetikleyebilir. SOD, CAT ve
GSH-Px oksidatif hasara kars1 hiicresel savunmanin ana enzimatik

bilesenleridir(71).

Fizyolojik kosullar altinda mitokondri, kardiyomiyositlerde oksidatif
fosforilasyon yoluyla bol miktarda ATP {iretir. Asetil-CoA iiretmek i¢in piruvat ve
FFA'lar1 verimli bir sekilde metabolize ederler ve solunum zincirindeki elektron
indirgeme islemi az miktarda oksijeni ROS'a indirger. Bu siirec NADPH oksidaz
(NOX), ksantin oksidaz (XO) ve monoamin oksidaz (MAO) gibi enzimleri

gerektirir(10; 35; 73).
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Kardiyomiyositlerde fazla ROS iiretimi, mitokondriyal DNA hasari, lipid
peroksidasyonu ve proteinlerin post-translasyonel modifikasyonunun yani sira
inflamasyon, kardiyak hipertrofi ve fibrozis ile sonuglanan ve nihayetinde hiicre
Olimiine ve kardiyak disfonksiyona yol acan bir kisir dongiidiir. ROS'un DKM
gelisiminde rol oynayan cesitli sinyal yollarmi etkiledigi gosterilmistir(35).

Siiperoksit anyonlar1 (O7") ile tiim hiicresel makromolekiillerin (niikleik
asitler, proteinler ve lipitler gibi) islevine ve yapisina zarar verebilen 1) degismis
bir Ca*? regiilasyonu ve elektriksel yeniden sekillenme ile iliskili yollarin aktive
edilmesi, 2) kardiyomiyosit hipertrofisinin uyarilmasi, 3) apoptozun indiiklenmesi,
4) fibrozisin tesvik edilmesi ve 5) inflamatuar yanitin aktivasyonu veya
engellenmesine neden olur. Tiim bu degisiklikler kalp yetmezliginin gelisiminde

kilit unsurlar olarak kabul edilmektedir(68; 73).

Oksidatif stresin en yaygmn kullanilan gostergeleri izoprostanlar,
malondialdehit, S-glutatyonilasyon, oksitlenmis fosfolipidler, nitrotirozin,
miyeloperoksidaz (MPO), oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein, gama

glutamil transferaz ve oksitlenmis niikleik asitlerdir(73).

Hayvan ve klinik ¢aligmalari, kalp hastaliklarinda yaygin bir patofizyolojik
faktor olan oksidatif stresin, L-tipi kalsiyum akimmi, ge¢ Na ve Na-Ca
degistiricisini artwrarak repolarizasyon rezervini azalttigmi ve yapisal olarak
yeniden modellenmis kalplerde ventrikiiler tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyonu
(VT/VF) baglatabilen erken afterdepolarizasyonlar1 (EAD)’ler tesvik ettigini
gostermistir. Artan ventrikiiler fibrozis, oksidatif strese bagli EAD'lerin tetiklenmis
aktivite ve VT/VF olarak ortaya ¢ikmasina izin vermede onemli bir kolaylastiric
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rol oynamaktadir, ¢iinkii fibrotik olmayan normal kalpler benzer veya daha yiiksek

oksidatif stres seviyelerine maruz kaldiklarinda aritmilere kars1 direnglidir(74).
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Sekil 7: Oksidatif stresin kalp ritmine etkisi(74)

2.7.4. Akcigerde oksidatif stres

Hipoksik bir ortama hizli bir sekilde maruz kaldiktan sonra, hipoksik ortama
uyum saglamak ve hatta akciger dokusuna zarar vermek i¢in oksidatif stres yaniti
olarak bir dizi reaksiyon meydana gelir. Ana belirtiler arasinda her iki akcigerde
yaygin sisme ve hiperemi, alveolar bosluga proteinden zengin sivinin dnemli 6l¢iide
sizmasi, alveolar boslugun kalinlagsmasi, makrofajlarm aktivitesinin artmasi ve

inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu yer almaktadir(63).

ROS firetimi ve antioksidanlarin ortadan kaldirilmasi istikrarli bir dinamik
denge olusturur. Organizma hipoksik strese maruz kaldiginda, oksijensiz radikaller
hiicrelerde birikerek lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar verir ve bdylece akciger
dokusunda hasara neden olur. Pu ve arkadaslar1 hipoksik stres uzadikca SOD ve

GSH-Px aktivitelerinin azaldigini1 ve MDA ekspresyonunun arttigini; yani hipoksik
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stres altindaki akciger dokusunda oksidatif hasar olustugunu gostermistir. Oksidatif

hasar makrofajlar1 dogrudan uyarabilir(63).

Cok sayida calisma ROS ve pulmoner hipertansiyon arasindaki iliskiyi
ortaya koymustur. Kemirgen modelinde, hipoksik durum pulmoner hipertansiyon
icin bir modeldir ve hipoksi akcigerde Adrenomedullin transkripsiyonunu indiikler.
Adrenomedullin eksikligi olan fareler de ii¢ hafta boyunca %10 O kosullarinda
barindirildiklarinda pulmoner hipertansiyon gelistirmislerdir. Pulmoner arter
yeniden sekillenmesi, vahsi tip farelere kiyasla Adrenomedullin eksikligi olan
farelerde belirgindi ve Adrenomedullin eksikligi olan farelerde ROS iiretimi de
artmist. Kemirgenlerdeki etkiye dayanarak, adrenomedullinin pulmoner
hipertansiyonlarda kullanimii arastrmak i¢in ¢alismalar yapilmis ve
Adrenomedullinin yararli hemodinamik etkilere sahip oldugu bulunmustur. Liu ve
arkadaslari, murin NOX2 geninin bozulmasinin kronik hipoksiye baghh PAH ve

vaskiiler yeniden sekillenmeyi tamamen ortadan kaldirdigini géstermistir(75).

2.8.Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidatif stres, ROS ve RNS asir1 liretimini ifade eder, hiicre i¢i antioksidan
savunma sistemini alt eder ve iki sistem arasinda bir dengesizlikle sonuglanir.
Endojen antioksidanlar enzimatik veya non-enzimatik olabilirler. A, C, E
vitaminleri, glutatyon, keratonoidler, alfa lipoik asit, koenzim Q10, mineraller,
kofaktorler, non-enzimatik antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar ise SOD,
CAT, GSH-Px, glutatyon-S transferaz (GST), glikoz-6-fosfat-dehidrogenaz

(G6PD)dir(62; 76; 77).
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Stiperoksit anyonu SOD ve CAT tarafindan hidrojen peroksit ve suya
katalize edilir; her ikisi de antioksidatif savunma sisteminin anahtar enzimleri
olarak kabul edilir. GSH-Px reaktif oksijen ara firiinlerinin biyomembranlarin
fosfolipitleri, niikleik asitler ve proteinler gibi kritik hiicresel bilesenlerle etkilesime
girmesini Onler(78). H202'nin kendisi eslesmemis bir elektrona sahip degildir ve
serbest bir radikal degildir, ancak kimyasal olarak oldukc¢a reaktif olan hidroksil
radikalleri (HO") iiretmek igin Fenton reaksiyonu yoluyla Fe™ ile reaksiyona girer.
H;0,, CAT veya GSH-Px tarafindan H,O ve O:'ye indirgenir(66). Egzersiz
egitiminin plazma ve trombositlerdeki antioksidan enzimler SOD ve katalazin
aktivitesinde dnemli bir artisa neden oldugu, bunun da hem lipid hem de protein
oksidatif hasarinda ve sistemik enflamasyonda azalmaya yol actig1
bildirilmistir(73).

Organ hasarina kars1 koruma saglamak i¢in ROS seviyelerini azaltmanin
yollar1 olarak cesitli hedefler vardir. Bunlar arasinda ROS iiretiminin dnlenmesi,
ROS'larim miimkiin oldugunca ¢abuk temizlenmesi, hasarli organin degistirilmesi
ve uygun zamanlama ve uygun lokalizasyon ile koruyucu fonksiyonun
indiiklenmesi yer alir. Bununla birlikte, lokositler tarafindan iretilen ROS
enfeksiyona kars1 6nemli bir koruyucu rol oynar ve bu nedenle ROS inhibe edici

sinyallerin uygun zamanda ve uygun organda indiiklenmesi gerekir(66).
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2.8.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Tek bir elektronun O)'ye aktarilmasi, potansiyel olarak zarar verici
stiperoksit anyon radikali (O2’) olusturur ve bu da serbest radikal zincir
reaksiyonlarma yol acarak yikici etkilerini artirr(79). Siperoksit, cesitli
kaynaklardan tiretilen birincil ROS oldugundan, SOD tarafindan par¢alanmasi her

hiicre i¢in birincil 6neme sahiptir(80).

SOD, siiperoksit (O2) radikallerinin molekiiler oksijen (O2) veya hidrojen
peroksite (H20;) donilisimiinii katalize ederek OH™ radikallerinin olusumunu
engelleyen bir enzimdir(2; 79).

SOD'nin 3 formu bakir ve ¢inko igeren siiperoksid dismutaz (CuZnSOD),
mitokondrial stiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz
(EC-SOD), insan akcigerinde yaygmn olarak ifade edilir. Mn-SOD mitokondri
matriksinde lokalizedir. EC-SOD oncelikle ekstraseliiller matrikste, Ozellikle
yiiksek miktarda tip I kolajen lifleri iceren alanlarda ve pulmoner ve sistemik
damarlarin ¢evresinde lokalizedir(81). Genel olarak, Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD'un
stiperoksit radikallerinin toplu temizleyicileri olarak hareket ettigi diisiiniilmektedir.
Hiicre dis1 matris bilesenlerine spesifik baglanmasiyla akcigerdeki nispeten yiiksek
EC-SOD seviyesi, akciger matris korumasmin temel bir bilesenini temsil eder(66;

80).
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2.8.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, her biri aktif bolgede bir hem grubu igeren 4 6zdes monomerden
olusan bir tetramer olarak bulunur. SOD'larmn veya ksantin oksidaz gibi oksidazlarin

etkisiyle tiretilen H,O», katalaz ve GSH-Px tarafindan suya indirgenir(79; 80).

2H,0, __kewkz o 2>H,0+ O,

Bu reaksiyon, substrat elektron vericisi olarak bir H>O> molekiilii ve bir
oksidan veya elektron alicis1 olarak baska bir H,O, molekiilii kullanir. Bilinen en
hizli enzim reaksiyonlarindan biridir ve saniyede milyonlarca potansiyel olarak
zarar verici HoO> molekiiliinii yok eder. Katalaz kan, kemik iligi, mukoza zarlar1,
bobrek ve karacigerde bulunur. Peroksizomlar, karaciger de dahil olmak tizere
bircok dokuda bulunan membrana bagli organellerdir, oksidazlar ve katalaz
bakimindan zengindirler. Boylece H,O; iireten ve parcalayan enzimler ayn1 hiicre
alt1 kompartman i¢inde bulunur. Bununla birlikte, mitokondriyal ve mikrozomal
elektron tasima sistemleri ile ksantin oksidaz ek H»O, kaynaklar1 olarak

disiiniilmelidir(79).

Bu antioksidanlarin ortak 6zelligi, indirgeyici esdeger olarak NADPH'ye
ihtiya¢ duymalaridir. NADPH katalaz1 aktif formda tutar ve GSH-Px'ler i¢in bir
yardimci substrat olan GSSG'yi GSH'ye doniistiiren tioredoksin (TRX) ve GSH
rediiktaz tarafindan bir kofaktdr olarak kullanilir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz,
NADPH fireterek sitozolik GSH tamponlama kapasitesinin (GSH/ GSSG) kritik bir
belirleyicisidir ve bu nedenle temel, diizenleyici bir antioksidan enzim olarak kabul
edilir(80).
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2.9.Malondialdehit (MIDA)

Lipit peroksidasyon siiregleri (LPP) ve lipitlerin bilesimi arasindaki
karsilikli bagimhilik hem fizikokimyasal bir diizenleme sistemi hem de bakteri
hiicre zarlarmnim lipitlerinin bilesiminin normal yenilenme bi¢imlerinden biri olarak
diisiiniilebilir. Bununla birlikte, lipidlerin uzun siireli enzimatik olmayan serbest
radikal oksidasyonu, membranlarin fizikokimyasal yapisinda keskin bir bozulmaya
yol agar. Bu, 6zellikle gegirgenlik, lipid-protein komplekslerinin stabilitesi ve lipide
ve membrana bagli enzimlerin inaktivasyonu ile ilgilidir. Oksidatif stresin
degerlendirilmesi i¢cin en popiiler belirteclerden biri hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan LPP i¢cin endojen genotoksik iiriin olan malondialdehittir

(MDA)(82).

PUFA'lar, o0zellikle linoleik ve arasidonik asit (AA), lipid
peroksidasyonunun onemli hedefleridir. Lipid oksidasyonuna ugrayan PUFA'larin
tiirtine bagh olarak, bunlar trans-4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE), malondialdehit
(MDA) ve digerlerini igerir. Lipidlerden tiiretilen aldehitler cok reaktiftir ve bu
nedenle genellikle ileri lipoksidasyon son iiriinleri olarak adlandirilan Michael
eklentilerini olusturmak i¢in proteinlerle kolayca reaksiyona girer. AA'nin radikal
aracilt oksidasyonu, esterlesmis olup olmadigindan bagimsiz olarak gerceklesir

(fosfolipidler, triagilgliseroller veya kolesteriller gibi)(61).

Hem MDA hem de 4-HNE'nin tespiti i¢in farkli yontemler mevcuttur.
Spiteller'in ¢esitli kronik hastaliklarda lipid peroksidasyonunun roliinii gdzden

gecirmesinden bu yana, lipid oksidasyon son iiriinleri oksidatif stres belirtegleri
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olarak ortaya ¢ikmis olup, 4-HNE ve MDA en ¢ok arastirilanlar arasindadir. Yaygin
kullanimlarina ragmen hem MDA hem de 4-HNE'yi tespit eden tiim yontemlerin
tuzaklar1 vardir. Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) testinde, dlgiilen
MDA'nin %98'ine kadar1 prosediir sirasindaki yiiksek sicaklik kosullar: tarafindan
olusturulabilir. Genel olarak, dogrudan MDA ve 4-HNE 6l¢iimii duyarsizdir ¢iinkii
bu reaktif tiriinlerin biiylik cogunlugu proteinlere ve diger biyomolekiillere baglanir

ve testten Once salmmadigi siirece tespit edilemez(61).

Plazma-oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoproteinler, malondialdehit ve
MPO (I6kosit aktivasyonunun bir indeksi), idrar biyopirinleri (bilirubinin oksidatif
metabolitleri), plazma ve idrar izoprostan seviyeleri gibi oksidatif stres
belirteglerinin, K'Y'nin patogenezi veya KY i¢in risk altindaki kisilerin belirlenmesi,
gelecekteki risk tabakalandirmasi, KY'nin teshisi veya biyobelirteg olarak

tedavisinin izlenmesi ile ilgili onemli bilgiler saglamasi beklenmektedir(68).
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Sekil 8:PUFA peroksidasyon semasi(28)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
01.05.2024 tarih ve G.U.ET-24.039 kod numarali etik kurul onay1 alindiktan sonra

gerceklestirildi.

3.1. Denek Se¢imi

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi
(GUDAM) Laboratuvarinda gerceklestirilen bu ¢alismada, agirliklar1 25-30 gr
arasinda degisen 46 adet eriskin erkek Swiss Albino cinsi fare kullanildi. Fareler
20-21 °C 1sida, 12 saat gece 12 saat giindliz periyotlar1 saglanan 6zel celik

kafeslerde saklandi. Beslenme ve su ihtiyaglar1 serbest beslenme seklinde saglandi.

3.2.Kullamlan ila¢

Calismada 1 gramlik toz halinde streptozosin igeren flakon kullanilmadan
hemen 6nce pH 4,5 olan 0,1 Molar sitrat tamponu i¢inde taze olarak hazirlandi.

Kullanilan ozonun dozu: 20 mcg/ml
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3.3.Kullanilan Yontem

Calismada agirliklar1 25-30 gr arasinda degisen 46 adet, erkek Swis albino
fare kullanildi. Fareler rastgele 6 gruba ayrildi (Sham, Diabet, Diabet+Ozon,
Diabet+Cekal Perforasyon, Diabet+(Cekal Perforasyon + Ozon 1, Diabet+Cekal

Perforasyon + Ozon 2).

Tablo 8: Deney gruplar

Grup 1 | Sham(kontrol) (K) n=6
Grup 2 | Diabet (D) n=8
Grup 3 | Diabet+Ozon (DO) (Grup 4 ile es zamanli) n=8
Grup 4 | Diabet+Cekal Perforasyon (DCLP) n=8

Grup 5 | Diabet+Cekal Perforasyon +Ozon 1(DCLPO) (Perforasyondan sonra) | n=8

Grup 6 | Diabett+Cekal Perforasyon +Ozon 2 (DOCLP) (Perforasyondan 6nce) | n=8

3.3.1. Diyabetin Olusturulmasi

Arastirma amaci ile 46 adet eriskin erkek Swiss cinsi albino fare kullanildi.
40 tanesine DM olusturmak i¢in tek seferde intraperitoneal olarak 125 mg/kg
streptozotosin enjekte edildi. Enjeksiyondan 72 saat sonra kuyruk venlerinden kan
sekeri bakilip, kan sekerleri 250 mg/dl ve iizerinde saptanirsa fareler diyabetik
olarak kabul edildi. Streptozotosin enjeksiyonundan sonra, 4 hafta boyunca,
diyabetin organlar iizerine kronik etkileri gozlenmesi i¢cin farelerin bakimlar1
sagland1. Bu siire zarfinda farelerin kilo kaybini 6nlemek ve ketoasidoz gelisimini

engellemek icin insiilin tedavisi (1-3 U/giin) uygulandi.
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3.3.2. Sepsisin Olusturulmasi

Calismada farelerde sepsis laparotomi sonrasi ¢ekum izole edilerek, ¢ikan
kolon sivazlanip, ¢gekum gaita ile doldurulduktan sonra ileocekal valvin altindan 3/0
ipek ile baglanip, cekum Onylizii 18 numara intraket ignesi ile iki defa delinerek

olusturuldu.

Sekil 9: Cekal ligasyon ve Cekal delme

3.4.Deney Gruplan

Kontrol (Sham) Grubu (Grup 1): Bu gruptaki farelere intramuskiiler
enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine hydrocholoride ve 5 mg/kg’dan xylazine
hydrochloride verilip anestezi saglandi. Islem, bir 1sitma lambasi altinda, fareler
supin pozisyonda iken gerceklestirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan farelere

orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarm 1slak gazli bez yardimiyla uzaklastirilmasi
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ardindan, sham grubu farelerde ¢ekum maniple edildi, ancak delme ve baglama
islemi yapilmadi. Peritoneal bosluktan 1s1 ve sivi kaybini en az miktara indirmek
icin, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulandi. Batin iki tabaka halinde 3/0
ipekle primer siitiirle kapatildi. 24. saatte intraperitoneal uygulanan ketamin ve
xylazine anestezisi altinda intrakardiyak alman kan ile sakrifiye edilerek kalp,
akciger doku ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilmak

uzere alind1.

Diyabet-Sham grubu (Grup 2, n=8): Diyabet olusturulan gruptaki farelere
intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine hydrocholoride ve 5
mg/kg’dan xylazine hydrochloride verilerek anestezi saglandi. Islem, bir 1sitma
lambas1 altinda, fareler supin pozisyonda iken gergeklestirildi. Ciltleri aseptik
olarak hazirlanan farelere orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez
yardimiyla uzaklastirilmasi ardindan, sham grubu farelerde ¢cekum maniple edildi,
ancak baglama ve delme islemi yapilmadi. Peritoneal bosluktan 1s1 ve s1vi kaybini
en az miktara indirmek i¢in, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulandi. Batin
iki tabaka halinde 3/0 ipekle primer siitiirle kapatildi. 24. saatte intraperitoneal
uygulanan ketamin ve xylazine anestezisi altinda intrakardiyak alinan kan ile
sakrifiye edilerek kalp, akciger doku ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal

degerlendirmeler yapilmak iizere alindu.

Diabet+Ozon Grubu (Grup 3, n=8): Diyabet olusturulan gruptaki farelere
IP 1 mL ozon (20 w/mL) verildi. Intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda

ketamine hydrocholoride ve 5 mg/kg’dan xylazine hydrochloride verilerek anestezi
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saglandi. Islem, bir 1sitma lambasi altinda, fareler supin pozisyonda iken
gerceklestirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan farelere orta hat laparotomi
yapildi. Barsaklarin i1slak gazli bez yardimiyla uzaklastirilmast ardindan, bu
gruptaki farelerde gekum maniple edildi, ancak baglama ve delme islemi yapilmadi.
Peritoneal bosluktan 1s1 ve sivi kaybini en az miktara indirmek i¢in, peritoneal
bosluga serum fizyolojik uygulandi. Batin iki tabaka halinde 3/0 ipekle primer
sitiirle kapatildi. 24. saatte intraperitoneal uygulanan ketamin ve xylazine
anestezisi altinda intrakardiyak alinan kan ile sakrifiye edilerek kalp, akciger doku

ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilmak iizere alindi.

Diabet+Cekal Perforasyon Grubu (Grup 4, n=8): Diyabet olusturulan
gruptaki farelere IP 1 mL serum fizyolojik verildi. Intramuskiiler enjeksiyonla, 50
mg/kg dozda ketamine hydrocholoride ve 5 mg/kg’dan xylazine hydrochloride
verilerek anestezi saglandi. Islem, bir 1sitma lambasi altinda, fareler supin
pozisyonda iken gerceklestirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan fareler orta hat
laparotomi yapildi.  Laparotomi sonrasi ¢ekum izole edilerek, ¢ikan kolon
stvazlanarak, ¢ekum gaita ile doldurulduktan sonra ileogekal valvin altindan 3/0
ipek ile baglanip, cekum Onytizii 20 G intraket ignesi ile iki defa delindi. Batin iki
tabaka halinde 3/0 ipekle primer siitiirle kapatildi. 24. saatte intraperitoneal
uygulanan ketamin ve xylazine anestezisi altinda intrakardiyak alman kan ile
sakrifiye edilerek kalp, akciger doku ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal

degerlendirmeler yapilmak iizere alind.

Diabet+Cekal Perforasyon — Ozon 1 Grubu (Grup 5, n=8): Diyabet
olusturulan gruptaki farelere intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine
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hydrocholoride ve 5 mg/kg’dan xylazine hydrochloride verilerek anestezi saglandi.
Islem, bir 1sitma lambasi altinda, fareler supin pozisyonda iken gergeklestirildi.
Ciltleri aseptik olarak hazirlanan fareler orta hat laparotomi yapildi. Laparotomi
sonrast ¢ekum izole edilerek, c¢ikan kolon sivazlanarak, c¢ekum gaita ile
doldurulduktan sonra ileogekal valvin altindan 3/0 ipek ile baglanip, cekum 6nytizii
20 G intraket ignesi ile iki defa delindi. Batin iki tabaka halinde 3/0 ipekle primer
siitiirle kapatildi. Bu gruptaki farelere operasyondan 1 saat sonra iP 1 mL ozon (20
p/mL) verildi. 24. saatte intraperitoneal uygulanan ketamin ve xylazine anestezisi
altinda intrakardiyak alinan kan ile sakrifiye edilerek kalp, akciger doku 6rnekleri

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilmak tizere alindi.

Diabet+Cekal Perforasyon — Ozon 2 Grubu (Grup 6, n=8): Diyabet
olusturulan gruptaki farelere islemden bir saat nce IP 1 mL ozon (20 p/mL) verildi.
Daha sonra intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine hydrocholoride
ve 5 mg/kg’dan xylazine hydrochloride verilerek anestezi saglandi. islem, bir 1s1tma
lambas1 altinda, fareler supin pozisyonda iken gergeklestirildi. Ciltleri aseptik
olarak hazirlanan fareler orta hat laparotomi yapildi. Laparotomi sonrasi ¢ekum
izole edilerek, c¢ikan kolon sivazlanarak, ¢cekum gaita ile doldurulduktan sonra
ileogekal valvin altindan 3/0 ipek ile baglanip, ¢cekum 6nyiizii 20 G intraket ignesi
ile iki defa delindi. Batin iki tabaka halinde 3/0 ipekle primer siitiirle kapatildi. 24.
saatte intraperitoneal uygulanan ketamin ve xylazine anestezisi altinda
intrakardiyak alman kan ile sakrifiye edilerek kalp, akciger doku ornekleri

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilmak iizere alindi.
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3.5.Dokularin Saklanmasi

Sakrifikasyon sonrasinda kalp ve akciger dokular1 biitiinlik bozulmayacak
ve travmatize edilmeyecek sekilde alindi. Doku Ornekleri; histopatolojik
degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi.

Biyokimyasal degerlendirme yapmak i¢in ise -70 derecede saklandi.

3.6.Histopatolojik inceleme

Deney sonunda toplanan kalp ve akciger doku 6rneklerinin %10’ luk noétral
formalin igerisinde fiksasyonunun ardindan rutin doku takibi sonucu parafin
bloklari1 elde edilip parafin doku bloklarindan alinan 5 pm kalinligindaki akciger ve
kalp doku kesitlerinin Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyanarak hazirlanan
ornekleri Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 11k mikroskobunda
incelenecek ve elde edilen goriintiler, Leica LAS V4.9 programinda
degerlendirildi. Isik mikroskopik gézlem sonucunda akciger ve kalp dokularmdaki

histopatolojik degisiklikler skorlanarak semikantitatif olarak degerlendirildi.

3.6.1. Akciger Dokusunun Histopatolojik Incelemesi

Akciger dokusunda histopatolojik degisiklik olarak; interstisyel 6dem,
interstisyel hemoraji, alveolar konjesyon, nétrofil infiltrasyonu/agregasyonu,

alveolar duvar kalinlasmasi ve toplam hasar skoru degerlendirildi.
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3.6.2. Kalp Dokusunun Histopatolojik Incelemesi

Kalp dokusunda, inflamasyon-ndtrofil infiltrasyonu, miyokardiyal
dizorganizasyonu, interstisyel fibrozis, interstisyel 6dem, miyokardiyal hiicrelerde

sisme ve miyokardiyal nekroz degerlendirildi.

3.7.Biyokimyasal inceleme

Biyokimyasal inceleme Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya
AD® da degerlendirildi. Akciger ve kalp dokularindaki oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek i¢cin MDA ve serbest radikal metabolizmasinda

etkin olan enzimlerden CAT, SOD aktiviteleri degerlendirildi.

3.8.Istatiksel Degerlendirme

Calisma verileri SPSS (Statistic Program for Social and Science) istatistik
progranmi kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel degerlendirme SPSS 20.0
bilgisayar programinda asagida siwralanan testler kullanilarak gergeklestirildi ve
p<0.05 anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz: veriler [ortalama + standart sapma,
ortanca, (%25-%75) olarak] degerlendirildi. Olgiilebilen parametrelere
Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak dagilimin normal ya da anormal olup
olmadig1 belirlendi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama + standart sapma,
digerleri ise ortanca, (%25- %75) olarak belirtildi. Gruplar arasinda fark olup
olmadigin1 belirlemede bagimsiz gruplarda Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi.
Farklilik olmas1 durumunda gruplar arast Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilma

yapildi.
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4. BULGULAR

Interstisyel 6dem gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu (p=0.026).
DCLP grubunda K, D ve DO gruplarina gore interstisyel 6dem daha fazla goriildii
(p=0.001, p=0.026, p=0.007, sirasiyla). Interstisyel édem DCLPO ve DOCLP
gruplarinda DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.026, p=0.007,

sirastyla), (Tablo-9, Sekil 10-15).

Interstisyel hemoraji gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p=0.007). DCLP grubunda K, D ve DO gruplarina gore interstisyel hemoraji daha
fazla goriildii (p<0.001, p=0.042, p=0.003, sirasiyla). Ayrica D ve DCLPO
gruplarinda K grubuna gore interstisyel hemoraji daha fazla goriildi (p=0.042,
tiimii). Interstisyel hemoraji DCLPO ve DOCLP gruplarinda DCLP grubuna gore

anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.042, p=0.012, sirasiyla), (Tablo-9, Sekil 10-15).

Alveolar konjesyon gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p=0.020). DCLP grubunda K ve DO gruplarina gore alveolar konjesyon daha fazla
gorildii (p=0.001, p=0.007, swrasiyla). Alveolar konjesyon DOCLP grubunda
DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiikk bulundu (p=0.007), (Tablo-9, Sekil 10-

15).

Notrofil infiltrasyonu/agregasyonu gruplar arasinda anlamli olarak farklh
bulundu (p=0.004). DCLP grubunda K ve DO gruplarna gore ndtrofil
infiltrasyonu/agregasyonu daha fazla goriildii (p<0.001, p=0.010, sirasiyla). Ayrica
D ve DCLPO gruplarinda K grubuna gore nétrofil infiltrasyonu/agregasyonu daha

fazla gorildi (p=0.002, p=0.010, swrasiyla). Notrofil infiltrasyonu/agregasyonu
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DOCLP grubunda DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.049),

(Tablo-9, Sekil 10-15).

Alveol duvar kalmnligi gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p<0.001). DCLP grubunda K ve DO gruplarina gore alveol duvar kalinlig1 daha
fazla gorildi (p<0.001, tiimii). Ayrica, D grubunda K grubuna gore alveol duvar
kalinlig1 daha fazla goriildii (p=0.021). Alveol duvar kalimligt DO grubunda D
grubuna gore anlamli olarak diistik bulundu (p=0.021). Benzer sekilde, alveol duvar
kalmhigi DCLPO ve DOCLP gruplarinda DCLP grubuna gore anlamli olarak diistik

bulundu (p=0.006, p=0.002, sirastyla), (Tablo-9, Sekil 10-15).

Toplam hasar skoru gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p<0.001). DCLP grubunda K, D ve DO gruplarina gére toplam hasar skoru daha
fazla gorildi (p<0.001, p=0.006, p<0.001, swrasiyla). Ayrica, D ve DCLPO
gruplarinda K grubuna goére toplam hasar skoru daha fazla goriildii (p<0.001,
p=0.004, swrastyla). Toplam hasar skoru DCLPO ve DOCLP gruplarinda DCLP
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.001, p<0.001, sirasiyla), (Tablo-

9, Sekil 10-15).
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Tablo 9: Akciger dokusu histopatolojik bulgular: [Ort = SH]

Grup K Grup D Grup DO Grup DCLP Grup DCLPO Grup DOCLP

(n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) [ PE¥S
interstisyel 6dem 0.50+0.22 0.83+0.17 0.67+0.21 1.50+0.22*,&,+ 0.83+0.17? 0.67+0.21? 0.026
Interstisyel hemoraji 0.17+0.17 0.83+0.17* | 0.50+0.22 1.50+0.22%,&,+ 0.83+0.17%,? 0.67+0.33? 0.007
Alveolar konjesyon 0.33+0.21 0.83+0.17 0.50+0.22 1.33+£0.21%+ 0.83+0.17 0.50+0.22? 0.020
Nétrofil infiltrasyonu/ 0.17+0.17 1.00+0.00* | 0.50+0.22 1.17+0.17*,+ 0.83+0.17* 0.67+0.21? 0.004
agregasyonu
Alveol duvar kalinhig 0.33+0.21 1.17+£0.17* | 0.33+0.21& 1.83+0.40*,+ 0.83+0.17? 0.67+0.21? <0.001
Toplam hasar skor 1.33£0.80 | 4.67+0.56* | 2.83%£0.79 7.33£0.61*,&,+ 4.17+0.40%,? 3.17+0.54? <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup D ile karsilastirildiginda;

+p<0.05:

karsilastirildiginda

Grup DO

ile karsilastirildiginda;

2p<0.05:

Grup DCLP ile
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Sekil 10: Grup K; Akciger dokusu (H&E X40)

(a: alveoller, tb: terminal bronsiol, rb: respiratuar bronsiol sa: saccus alveolaris
da: ductus alveolaris, pa: pulmoner arter dallar1, pv: pulmoner ven dallar1)

2 &

Sekil 11: Grup D; Akciger dokusu (H&E X40)

(a: alveoller, tb: terminal brongiol, rb: respiratuar bronsiol sa: saccus alveolaris
da: ductus alveolaris, pa: pulmoner arter dallar1, v: amfizemat6z alveolar vakuol,
inf: inflamasyon, conj: kapiller konjesyon, ¢ift ok: septum kalinlagmasi)
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Sekil 12: Grup DO; Akciger dokusu (H&E X40)

(tb: terminal bronsiol, rb: respiratuar bronsiol sa: saccus alveolaris da: ductus
alveolaris, pa: pulmoner arter dallari, ¢ift ok: septum kalinlagsmasi)

( :
{ /'l«l{.‘:'}

Y

Sekil 13: Grup DCLP; Akciger dokusu (H&E X40)

(a: alveoller, th: terminal bronsiol, sa: saccus alveolaris da: ductus alveolaris, pa:
pulmoner arter dallari, v: amfizematdz alveolar vakuol, inf: inflamasyon, conj:
kapiller konjesyon, ias: inter alveolar septum, ¢ift ok: septum kalinlagmasi)
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Sekil 14: Grup DCLPO; Akciger dokusu (H&E X40)

(a: alveoller, tb: terminal bronsiol, rb: respiratuar bronsiol sa: saccus alveolaris
pa: pulmoner arter dallari, ¢ift ok: septum kalinlagmasr)

Sekil 15: Grup DOCLP; Akciger dokusu (H&E X40)

(a: alveoller, th: terminal bronsiol, rb: respiratuar bronsiol sa: saccus alveolaris
da: ductus alveolaris, pa: pulmoner arter dallar1, v: amfizematdz alveolar vakuol)
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Inflamasyon-nétrofil infiltrasyonu gruplar arasinda anlamli olarak farkli
bulundu (p=0.036). DCLP grubunda K ve DO gruplarina gore inflamasyon-notrofil
infiltrasyonu daha fazla goriildii (p=0.001, p=0.023, sirasiyla). inflamasyon-
notrofil infiltrasyonu DOCLP grubunda DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiik

bulundu (p=0.023), (Tablo-10, Sekil 16-21).

Interstisyel 6dem gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu (p=0.029).
DCLP grubunda K, D ve DO gruplarina gore interstisyel 6dem daha fazla goriildi
(p<0.001, p=0.045, p=0.014, swrasiyla). Ayrica, DCLPO grubunda da K grubuna
gore interstisyel ddem daha fazla goriildii (p=0.045). Interstisyel 6dem DOCLP
grubunda DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.045), (Tablo-10,

Sekil 16-21).

Swelling in myokardiyal cells, sisme gruplar arasinda anlamli olarak farkl
bulundu (p=0.034). DCLP grubunda K ve DO gruplarina gore swelling in
myokardiyal cells, sisme daha fazla gorildii (p=0.004, p=0.013, sirasiyla). Ayrica,
D grubunda da K grubuna gore swelling in myokardiyal cells, sisme daha fazla
goriildii (p=0.043). Swelling in myokardiyal cells, sisme DCLPO ve DOCLP
gruplarinda DCLP grubuna gére anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.043, p=0.013,

sirastyla), (Tablo-10, Sekil 16-21).

Myokardiyal nekroz gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p=0.020). DCLP grubunda K ve DO gruplarina gére myokardiyal nekroz daha
fazla goriildii (p<0.001, p=0.020, sirasiyla). Ayrica, D grubunda da K grubuna gore

myokardiyal nekroz daha fazla goriildii (p=0.020). Myokardiyal nekroz DCLPO
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ve DOCLP gruplarinda DCLP grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu

(p=0.020, tiimii), (Tablo-10, Sekil 16-21).

Myokardial disorganizasyon ve interstisyel fibrozis gruplar arasinda benzer

bulundu (p=0.194, tiimii), (Tablo-10, Sekil 16-21).

Tablo 10: Kalp dokusu histopatolojik bulgular: [Ort = SH]

Grup K Grup D Grup DO Grup DCLP Grup DCLPO Grup DOCLP
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) [P

inflamasyon-nétrofil 0.33+0.21 0.83+0.17 0.67+0.21 1.33+£0.21%,+ 0.83+0.17 0.67+0.21? 0.036
infiltrasyonu

Myokardial disorganizasyon | 0.33+0.21 0.83+0.17 0.67+0.21 1.17£0.17 0.83+0.31 0.67+0.21 0.194
Interstisyel fibrozis 0.33+0.21 0.83+0.17 0.67+0.21 1.17+£0.17 0.83+0.31 0.67+0.21 0.194
interstisyel 6dem 0.17+0.17 0.67+0.21 0.50+0.22 1.33+0.33%,&,+ 0.83+0.17* 0.67+0.21? 0.029
Miyokard hiicrelerinde 0.33+0.21 1.00+£0.26* | 0.50+0.22 1.33+0.21*,+ 0.67+0.21? 0.50+0.22? 0.034
sisme

Myokardiyal nekroz 0.33+0.21 1.00+0.00* | 0.67+0.21 1.3340.21*+ 0.67+0.21? 0.67+0.21? 0.020

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup D ile karsilastirildiginda;

+p<0.05:

Grup DO

karsilastirildiginda

ile karsilastirildiginda;

2p<0.05:

Grup DCLP ile
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Sekil 17: Grup D; Kalp dokusu (H&E X40)
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Sekil 18: Grup DO; Kalp dokusu (H&E X40)

Sekil 19: Grup DCLP; Kalp dokusu (H&E X40)

78



Sekil 21: Grup DOCLP; Kalp dokusu (H&E X40)
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Tablo 11: Akciger dokusu oksidan durum parametreleri [Ort = SS]

Grup K Grup D Grup DO Grup DCLP Grup DCLPO Grup DOCLP

(n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) P
MDA 15.19£2.78 | 19.29+4.78 | 16.92+4.90 | 24.74+3.38* &+ | 20.40+4.97*? 17.82+3.51 7 0.002
(nmol/g.pro)
CAT 52.85+3.12 | 51.2149.49 | 54.13+5.21 38.96+5.98* &, + | 46.82+6.67 +,? 47.28+8.03 ? 0.001
(IU/mg.pro)

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlhilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup D ile karsilastirildiginda;
+p<0.05: Grup DO ile karsilastirildiginda; ?p<0.05: Grup DCLP ile

karsilastirildiginda

Gruplar (akciger dokusu) MDA diizeyi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.002). DCLP grubunda K,
D ve DO gruplarma gore MDA diizeyi anlaml1 yiiksek bulundu (p<0.001, p=0.013,
p<0.001, swrastyla). Ayrica, DCLPO grubunda da K grubuna gére MDA diizeyi
anlaml yiiksek bulundu (p=0.027). MDA diizeyi DO grubunda D grubuna gore
anlamli diisiik bulundu (p=0.029). Benzer sekilde, MDA diizeyi DCLPO ve
DOCLP gruplarmda DCLP grubuna gore anlamli diisiik bulundu (p=0.024,

p=0.009, sirastyla), (Tablo-11).
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Gruplar (akciger dokusu) CAT enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). DCLP grubunda K,
D ve DO gruplarina gére CAT enzim aktivitesi anlamli diisiik bulundu (p<0.001,
tiimii). Ayrica, DCLPO grubunda da DO grubuna gore CAT enzim aktivitesi anlamli
diisiik bulundu (p=0.039). CAT enzim aktivitesi DCLPO ve DOCLP gruplarinda
DCLP grubuna gére anlamli yiiksek bulundu (p=0.027, p=0.020, sirasiyla), (Tablo-

11).

Tablo 12: Kalp dokusu oksidan durum parametreleri [Ort = SH]

Grup K Grup D Grup DO Grup DCLP Grup DCLPO Grup DOCLP

(n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) [P
MDA 62.78+6.85 | 87.70+13.13* 74.31£6.50& 106.00£17.47*,&,+ 92.09+12.91*,+,? 89.66+8.93*+,2 | <0.001
(nmol/g.pro)
CAT 37.53+2.54 | 22.51+3.72* 27.74+6.41%,& 14.95+2.48*,&,+ 20.97+4.38*,+,? 21.34+3.33*+,? | <0.001
(IU/mg.pro)

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup D ile karsilastirildiginda;

+p<0.05: Grup DO ile karsilastirildiginda; ?p<0.05: Grup DCLP ile
karsilastirildiginda
Gruplar (kalp dokusu) MDA diizeyi ac¢isindan kendi aralarinda

kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). DCLP grubunda K,
D ve DO gruplarima gore MDA diizeyi anlaml yiiksek bulundu (p<0.001, tiimii).

Ayrica, D, DCLPO ve DOCLP gruplarinda da K grubuna gére MDA diizeyi anlaml
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yiiksek bulundu (p<0.001, tiimii). MDA diizeyi DCLPO ve DOCLP gruplarinda
DCLP grubuna gore anlaml diisiik bulundu (p=0.046, p=0.002, sirasiyla), (Tablo-

12).

Gruplar (kalp dokusu) CAT enzim aktivitesi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p<0.001). DCLP grubunda K,
D ve DO gruplarina gére CAT enzim aktivitesi anlamli diisiik bulundu (p<0.001,
tiimii). Ayrica, D, DO, DCLPO ve DOCLP gruplarinda da K grubuna gére CAT
enzim aktivitesi anlamli diisiik bulundu (p<0.001, tiimii). CAT enzim aktivitesi
DCLPO grubunda DO ve DCLP gruplarina gére anlamli yiiksek bulundu (p=0.002,
p=0.005, sirasiyla). Benzer sekilde CAT enzim aktivitesi DOCLP grubunda DO ve

DCLP gruplarma gore anlamli yliksek bulundu (p=0.003, tiimii), (Tablo-12).
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5. TARTISMA

Enfeksiyon, diyabet hastalarinda morbidite ve mortalitenin 6nemli bir
nedeni olmaya devam etmektedir ve muhtemelen konak¢i yanitinda, ozellikle
notrofil kemotaksisi ve adezyonda goriilen anormalliklerden kaynaklanmaktadir
(56). Literatiire baktigimizda sepsis tedavisinde ozonun kullanilmasi ile ilgili
calismalar olmasma ragmen diyebetiklerde gelisen sepsis tedavisinde ozonun
kullanilmas1 ile ilgili yeterli ¢alisma olmadigini goérmekteyiz. Bu ¢alismada
diyabetik hastalarda gelisen sepsise karsit ozon tedavisinin etkinligini arastirdik.
Sepsisin en c¢ok etkiledigi iki organ olan kalp ve akcigeri bu c¢alismada
degerlendirdik.

Bu calismada elde ettigimiz verilerde histopatolojik bulgularda diyabetin
hem kalp hem de akciger dokusunda inflamasyon olusturdugunu gérmekteyiz.
Ayrica biyokimyasal verilerde de oksidan durum parametrelerinin diyabet
olusturulan gruplarda oksidatif stres lehine degistigini gérmekteyiz. Sepsis
olusturdugumuz gruplarda inflamasyon ve oksidan durum parametrelerinin daha
fazla arttigin1 gérmekteyiz. Diyabetik farelere ozon uygulanan grupta ise tek doz
ozonun diyabetin kalp ve akciger dokusunda olusturdugu inflamasyonu azaltmada
yeterli olmadigi sonucuna vardik. Diyabet kronik bir siiregte olustugu icin
tekrarlayan dozda ozon uygulanirsa daha etkili olacagmni diisiinmekteyiz. Sepsis
olan gruplara ozon uyguladigimizda ise sepsisin kalp ve akciger dokusu tlizerindeki
inflamasyon ve oksidan durum parametrelerini azalttigin1 gostermis olduk. Ancak

sepsis olusturmadan dnce ozon uygulamasinin inflamasyonu azaltmada daha etkin
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oldugunu tespit ettik. Bu da bize ozonun 6n kosullanma seklinde uygulanmasinin
tedavide daha etkin oldugunu gostermektedir.

Park ve arkadaslarinin farelerde yaptigi1 bir calismada STZ ile TID
indiiksiyonunun ~ pulmoner  fibrozis  gelisimi  ile  iligkili  oldugunu
gostermiglerdir(83). Bizim c¢alismamizda akciger dokusunun histolojik
degerlendirmesinde  kontrol grubuna gore diyabet grubunda ndtrofil
infiltrasyonu/agregasyonu, alveolar duvar kalmligi ve toplam hasar skoru daha
fazla goriildii. Bu akcigerin de diyabetin hedef organlarindan birisi oldugu
diistincesini desteklemektedir.

Sudy ve arkadaslarinin ratlar lizerinde yaptigi bir calismada gaz degisim
parametreleri tip 1 ve tip 2 DM modellerinde tehlikede kalmis, hatta tip 1 DM
modelinde daha da kotiileserek alveolo-kapiller disfonksiyona isaret etmistir(84).
Bizim ¢alismamizda diyabet grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla goriilen
alveolar duvar kalinlig1 ozon tedavisi yapilan DO grubunda diyabet grubuna kiyasla
daha diisiik goriildi. Bu da diyabete bagli akcigerde olusan alveolar duvar kalinligi

ozon tedavisi ile geri dondiiriilebilecegini diisiindlirmektedir.

ALI, cok sayida enflamatuar sitokin hiicre i¢ci ve hiicre dis1 matrikse
salinarak akciger dokusu hasarina, alveolar membran hasarina ve alveolar-kilcal
diflizyon disfonksiyonuna yol agarak kalici hipoksemiye neden olur(50; 53).
Karabulut ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada sepsis modelinde (CLP grubu),
interalveolar septal kalinlagmada artis, brons epitelinde deskuamasyon ve venoz
hiperemi gozlemlemislerdir(54). Neumann ve arkadaglarmin farelerde yaptigi

colon ascendens stent peritonit (CASP) modelinde tetiklenen abdominal sepsisin,
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onceden aktive edilmis graniilositlerin akcigere yogun bir sekilde toplanmasina
neden oldugunu gostermisler. Grantilosit birikimi, akciger vaskiiler ge¢irgenliginde
derin bir artig ve akcigerde farkli bir kemokin ve adezyon molekiilii panelinin
upregiilasyonu ile iligkili oldugunu bulmuglar. ARDS hastalarmin akciger
orneklerinin ve brongiyoalveolar lavaj sivismin analizi, nétrofil aktivasyonunu,
yogun inflamatuar infiltratlar1 gostermislerdir. Oksidanlar ve proteazlar gibi toksik
notrofil irlinlerinin yiiksek konsantrasyonlarini, artmis kemotaktik aktiviteyi ve IL-
8 dahil olmak {izere yiiksek kemokin konsantrasyonlarint dogrudan
gostermigler(55). Bizim ¢alismamizda ise DCLP grubunda diyabet grubuna kiyasla
interstisyel 6dem, interstisyel hemoraji ve toplam hasar skoru daha fazla goriildii.
Bu da sepsisin diyabetik farelerde de akut akciger hasarma neden olabilecegini

gostermistir.

Filgueiras ve arkadaslarinin diyabetin akut akciger hasarina kars1 koruyucu
mekanizmasini arastirmak i¢in ratlarda c¢alisma yapmislar. Diyabetik ratlar
diyabetik olmayanlara gore sepsise daha duyarliydi. Diyabetik olmayan ratlarda
akcigerde 6dem, 16kosit infiltrasyonu ve COX2 ekspresyonunda artig goriilmiistiir.
Diyabetik ratlarda bu inflamatuar olaylar 6nemli Ol¢iide daha az yogundu.
Diyabetik ratlarin sepsise daha duyarli olmalarina ragmen neden daha hafif ALI
gelistirdiklerini  anlamak icin, sepsisli hayvanlarin  AM'lerinde NFkB
aktivasyonunu incelemisler. Sepsis, diyabetik olmayan ratlarda akcigere
indiiklenebilir prostaglandin sentaz COX2'min ekspresyonunu indiiklemis ancak
diyabetik ratlarda indiiklememistir. Bu bize diyabetik ratlarin gen ekspresyonuna

yol acan sinyal kaskadinda bir sorun oldugu ihtimalini diislindiirmiis. Sepsisli
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diyabetiklerde inflamasyonun azalmasinin alveolar makrofajlarda NF-kB
aktivasyonunun bozulmasiyla iligskili oldugu bulgusu, sepsisli diyabetiklerde
gozlenen akciger korumasmin molekiiler temelini agiklamaya yardimci olan yeni
bir mekanizmay1 ortaya koymuslar(48). Diyabet olmayan sepsis grubumuz
olmadig1r icin diyabetin akut akciger hasarma kars1 koruyucu etkisini

degerlendiremedik.

Yan ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada septik ratlarda pantoprazolun
sepsise bagli akut akciger hasar1 ve akut bobrek hasarini iyilestirebilecegini
gostermigler(85). Fisher ve arkadaslarmin farelerde yaptigi bir calismada parenteral
C vitamini inflizyonu, fareleri sepsisin zararli sonuglarindan, proinflamatuar yanitin
zayiflatilmasi, epitelyal bariyer fonksiyonunun giliclendirilmesi, alveolar sivi
klirensinin artirilmasi ve sepsisle iliskili pihtilasma anormalliklerinin 6nlenmesi
dahil olmak tizere bir¢ok mekanizma ile korudugunu géstermislerdir(51). Souza ve
arkadaslarinin ratlar iizerinde yaptig1 bir calismada intraperitoneal ozon tedavisinin,
sagkalim oranlarinda bir iyilesme olmamasina ragmen, ratlarda intraabdominal
enfeksiyondan kaynaklanan inflamatuar yanit1 ve akut akciger hasarini

hafifletmede olas1 bir faydasi oldugunu géstermisler(86).

Biz de calismamizda diyabetik farelerde sepsisin neden oldugu akut akciger
hasarmi ozon tedavisi ile Onleyebilmeyi arastirdik. Caligmamizda sepsis olan iki
gruba ozon verdik. DCLPO grubuna CLP yapildiktan 1 saat sonra 20 mcg ozon
verdik. DOCLP grubuna ise CLP yapilmadan 1 saat dnce 20 mcg ozon verdik.
Akciger histopatolojisinde DCLPO grubunda interstisyel odem, interstisyel
hemoraji, alveolar duvar kalinlig1 ve toplam hasar skorunda DCLP grubuna kiyasla
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daha diisiik bulundu. DOCLP grubunda ise, interstisyel dem, interstisyel hemoraji,
alveolar konjesyon, notrofil infiltrasyonu/agregasyonu, alveolar duvar kalinlig1 ve
toplam hasar skorunda DCLP grubuna kiyasla daha diisiik bulundu. Buradan ozon
tedavisinin diyabetik farelerde sepsise bagli akut akciger hasarini azaltabilecegi
sonucuna varmaktayiz. Ozonun CLP den 6nce uygulandigi DOCLP grubunda
DCLP grubuna kiyasla alveolar konjesyon, nétrofil infiltrasyonu/agregasyonu
diisiik goriilmesi ama ozonun CLP den sonra uygulanan DCLPO grubunda ise
digik bulunmamasi ozonun preempitif uygulaninca akut akciger hasarini

azaltmada daha etkili oldugu diisiindiirmektedir.

Iskander ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢ahismada dlecegi tahmin edilen
farelerde sistemik enflamasyonun arttigina dair kanitlar sunarken, hayatta kalan ve
kalmayan septik farelerin higbirinde akciger hasar1 belirtisi ve dolayisiyla akciger
hasar1 ile hayatta kalma arasinda bir korelasyon olmadigini gostermektedir. Bu
calismada kullanilan akciger hasar1 parametreleri, bakteriyel pndmoni modelinde
gosterildigi gibiydi. Bu ¢alismada, murin CLP sepsis modelinde akciger hasari
gelisip gelismedigi degerlendirilmistir. Olecegi tahmin edilen farelerin akciger
hasar1 belirtisi gostermedigini tespit etmisler. Genel olarak veriler, akciger hasarmin
murin CLP sepsis modelinde akut mortaliteye neden olmadigini giiclii bir sekilde
gostermislerdir(47). Bette ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada peritona tek
basina O3/O; gaz karigimi enjekte edilmesi, tedavi edilmeyen septik ratlarda %0
olan sagkalim oranina kiyasla ratlarin sagkalimini %33'e kadar artirmistir. O3/O2 ile
on kosullandrma ve sepsisin baslangicinda piperasilin-tazobaktam kullanimi

kombinasyonu, polimikrobiyal sepsis rat modelinde sagkalim oranmni %93'e kadar
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artirmustir(87). Bizim ¢alismamizda tiim fareler CLP den 24 saat sonra sakrifiye
edilip farelerin sepsise bagli 6lmeleri i¢in yeterli siire beklenmedigi i¢in mortaliteyi

degerlendiremedik.

Kalp, siddetli sepsis/septik sok nedeniyle yapisal olarak hasar goren 6nemli
bir hedef organdir. Deneysel caligmalara dayanarak, siddetli sepsis/septik sokta
azalmis miyokardiyal kontraktilite ile iliskili kardiyak patolojik degisiklikler,
kardiyomiyositlerin hiicre i¢i hiicre iskeleti ile hiicre dis1 matris arasindaki mekanik
baglantidaki bozukluga, kardiyomiyositlerin mekanik, elektriksel/kimyasal olarak
ayrilmasina, sarkolemmal gecirgenligin artmasina ve kardiyomiyositlerin

kontraktil aparatindaki yapisal degisikliklere baglanabilir(88).

Li ve arkadaslarmin ratlarda yaptigi bir calismada DM grubundaki
miyokardiyal hiicrelerin diizensiz oldugunu, morfolojik yapisinin belirsiz oldugunu
ve ¢ok sayida enflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugunu gostermistir(89). Yapilan
baska bir c¢alismada tiim diyabetik fareler biyokimyasal ve histopatolojik
degisiklikler agisindan 6nemli miyokardiyal fibrozis géstermistir. Buna ek olarak,
diyabetik farelerin miyokard seviyesinde yapisal ve islevsel degisikliklere sahip
oldugunu da tespit etmisler. Bu calismada, 8 haftalik empagliflozin tedavisi
kardiyak sistolik fonksiyonu basarili bir sekilde korumustur(30). Bizim
calismamizda diyabet grubunda kontrol grubuna kiyasla miyokardiyal hiicrelerde
sisme ve miyokardiyal nekroz anlaml diizeyde fazla goriildi. Ama myokardial
disorganizasyon ve interstisyel fibrozis de gruplar arasmmda anlamli bir fark

goriilmedi. Biz farelerde diyabet olusturduktan sonra diyabetin etkilerinin
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goriilmesi i¢in 1 ay bekledik. Bu 1 aylik siire myokardial disorganizasyon ve

interstisyel fibrozis gelismesi i¢in yeterli bir siire olmadigini gostermektedir.

Karabulut ve arkadaslarinin ratlar tizerinde yaptig1 bir calismada diyabette
NOS, ozellikle iINOS ve nNOS ekspresyonlarinda degisiklik oldugunu ve bu
enzimler miyokardiyal hasarm patofizyolojisinde rol oynayabilecegini
gostermiglerdir. Bu sebeple pentoksifilinin, 06zellikle nNOS ve iNOS
ekspresyonunu etkileyerek bu hasarda terapdtik etkiye sahip olabilecegi sonucuna
varmislar(90). Oh ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada dexmedotimidinin DM
ratlarinda  kardiyak disfonksiyonu ve bozulmus otofajiyi azaltigim
gostermislerdir(91). Literatiirde diyabetin kalp {izerine etkilerini tedavi etmek i¢in
ozon tedavisinin kullanilmasini arastiran yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda ise diyabet grubu ile DO grubu arasinda histolojik olarak anlamli bir

farklilik goriilmemistir.

Onceden diyabeti olan sepsis hastalar1, diyabeti olmayan sepsis hastalarmna
kiyasla uzun vadede daha yiliksek major kardiyovaskiiler olay tehlikesi
yasamaktadir. Sepsis gecirmemis hastalarla karsilastirildiginda, sepsis sonrast
kardiyovaskiiler olaylarin mutlak risk artis1 diyabetli hastalarda daha ytiksektir(92).
Cai ve arkadaglarmin STZ indiiklenen diyabetik farelerde lipopolisakkarit (LPS) ile
sepsis olusturmuslar. Kalbin histopatolojik incelemesinde diizensiz diizenleme,
kardiyositlerin dejenerasyonu ve miyokardiyal liflerin yirtilmasi gibi miyokardiyal
hasar1 sergilemistir. Ayrica elektron mikroskopik incelemesinde kardiyositlerin
mitokondrileri, kismi miyofiberlerin ¢dziilmesine eslik eden vakuolizasyon ve
diizensiz sisme gostermistir(93). Bizim calismamizda ise kalp dokusunda DCLP
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grubunda diyabet grubuna kiyasla daha fazla interstisyel 6dem goriildi. DCLP
grubunu kontrol grubu ile kiyaslarsak DCLP grubunda inflamasyon-notrofil
infiltrasyonu, myokardiyal hiicrelerde sisme, interstisyel 6dem ve myokardiyal
nekroz daha fazla goriildii. Diyabetiklerde gelisen sepsisin akut fazinda da kardiyak
hasar oldugu ve bu hasar tedavi edilmeyince kalpte kontraksiyon bozuklugu

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diyabetik hastalarda sepsisin sik goriildiigii bilinmektedir ve bu hastalarin
kardiyak etkilenmesi hastalarin morbidite, mortalite ve yogun bakim da kalis
stiresini arttirmaktadir. Bu sebeple diyabetik hastalarda sepsise bagli kardiyak
etkilenmeyi azaltmak i¢in birgok calisma yapilmistir. Cai ve arkadaglarinin
diyabetk fareler lizerinde yaptig1 bir calismada glibenklamidin STZ farelerinde LPS
ile indiiklenen miyokardiyal hasar1 hafiflettigini, serum IL-1p ve TNF-a'y1
azalttigin1 gostermislerdir. Ayrica glibenklamid kiltiirlenmis primer peritoneal
makrofajlarda LPS + yiiksek glukoz stimiilasyonu ile Nalp3 ve Kaspaz-1
ekspresyonunu inhibe etmistir. Bunlar glibenklamidin diyabette inflamasyon

altinda miyokardiyal hasara karsi koruma saglayabilecegini diisiindlirmiistiir(93).

Ozonun anti-inflamatuar etkisi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple biz de
calismamizda STZ ile diyabet olusturulan farelerde CLP ile sepsis olusturduk.
Sepsis sonucu kardiyak dokuda olusan inflamatuar etkileri ozon tedavisi ile
Onleyebilir miyiz diye bu c¢alismay1 yaptik. Caligmamizdaki DCLPO grubunda
DCLP grubuna kiyasla myokardiyal hiicrelerde sisme ve myokardiyal nekroz
istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. Ayrica DOCLP grubunda DCLP
grubuna kiyasla inflamasyon-nétrofil infiltrasyonu, interstisyel 6dem, myokardiyal
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hiicrelerde sisme ve myokardiyal nekroz anlamli diizeyde diisiik bulundu. Buradan
cikarilacak sonu¢ ozon tedavisinin kalpteki inflamasyonu azaltabilecegi
diisiindiirmektedir. DCLPO grubundan farkli olarak DOCLP grubunda
inflamasyon-noétrofil infiltrasyonu ve interstisyel 6demin diisiik bulunmas1 ozonun
preempitif uygulanmasmin kardiyak inflamasyonda daha etkili oldugunu

gostermektedir.

Oksidatif stres c¢esitli hastaliklarin 6nemli bir bileseni olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢esitli hastaliklarda oksidatif stres serbest radikaller ve radikal
olmayan bilesiklerle olusur(61). Diyabetik hastalarda ROS {iretim kapasitesinin
artmasima ek olarak, endojen antioksidan mekanizmalar da siklikla bozulur(10).
Sepsis ve ozellikle septik sok, yiiksek oksidatif potansiyel hasarla iliskili olarak
diizenlenmemis bir modda bliylik miktarlarda serbest radikal {iretimini indiikler.
Sepsis ve septik sokta oksidatif stresin varligini gosteren gesitli serbest radikal
kaynaklar1 tespit edilmistir ROS’larin erken iiretimi deneysel caligmalarda
gosterilmis, lipid peroksidasyonu gibi unsurlar belgelenmis ve organlarin ¢oklu

disfonksiyon gelisimiyle iligkilendirilmistir(69).

Giderek artan sayida kanit, DM hastalarinin vaskiiler dokularinda
hiperglisemiye yanit olarak oksidatif stresin arttigini gostermektedir. Hiperglisemi
ile indiiklenen ROS seviyesindeki artisin, diyabetik ratlarn sol ventrikiiliinde
kasilma fonksiyonunda bozulmaya ve miyokardiyal fibrozise yol a¢tig1 gesitli
raporlarda gosterilmistir(30). Ozellikle, ROS diyabetik kalbin mitokondrisi iginde
tiretilir. ROS aracili kardiyak hasara kars1 ilk savunma hatt1 siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) dahil olmak iizere c¢esitli
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antioksidan enzimlerden olusur(67). Bizim calismamizdaki kontrol ve diyabet
grubunu karsilastirdigimizda kalp dokusunda MDA seviyesinin yliksek olmas1 ve
CAT enzim aktivitesinin diisiik olmas1 bize diyabete bagli oksidatif stresin kalp

iizerindeki etkilerinin daha belirgin oldugunu géstermektedir.

Diyabetin hayvan modellerinde siiperoksit dismutaz (SOD) mimetikleri
veya koenzim Q10 gibi uygun antioksidanlarla yapilan miidahale, diyabetik
kardiyomiyopatiye ilerlemeyi smirlamak i¢in Onleyici bir tedbir olarak erken
donemde veya hastalik siirecinin ilerleyen donemlerinde oksidatif stresin diyabetik
kalp hastaligina nedensel katkida bulunma rolii ortaya konulmustur (10). Smith ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada malondialdehit seviyeleri, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda O3+Q10 grubundaki konsantrasyonlarda onemli Olglide
azalmistir. Birlikte ele alindiginda, bu c¢alisma O3 tedavisinin Q10 ile
kombinasyonunun oksidasyonun neden oldugu hasarla miicadelede ve bu hasarin
onlenmesindeki faydali etkilerine dair kanitlar sunmaktadir. Cok sayida ¢alisma, O3
tedavisinin 1liml1 oksidatif stres indiiksiyonu yoluyla Nrf2 yolagim aktivasyonunu
artirdigina dair kanitlar saglamistir(25). Bizim ¢alismamizda kontrol grubu ile ozon
uygulanan DO grubunu karsilagtirdigimizda kalpte sadece CAT enzim aktivitesinin
diistik bulundu. MDA diizeyi ise kontrol grubu ile benzer bulundu. Diyabet ve DO
grubunu karsilastirdigimizda ise DO grubunda sadece akciger dokusunda MDA
diizeyi istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. Bu da bize ozon
tedavisinin diyabete bagli olusan oksidatif stres belirteclerinden MDA {izerinde

daha etkin oldugunu gostermektedir.
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Martinez-Sanchez ve arkadaslarinin diyabetik ayak hastalarinda yaptig1 bir
calismada ozon tedavisi aldiktan sonra glisemik kontrolde iyilesme, oksidatif
streste azalma, SOD'da artig, herhangi bir yan etki olmaksizin lezyonlarda belirgin
bir iyilesme ve kontrol grubuna giére daha az ampiitasyon gostermistir. O3 AHT'nin
kan dolasimmi ve iskemik dokulara oksijen iletimini iyilestirdigi, antioksidan
sistemi yukar1 yonlii diizenleyerek kronik oksidatif stresi diizelttigi, yan etki
olmaksizin zindelik ve oOfori halini tetikledigi ve insiilin salgilanmasini veya
etkinligini artirabilecegi artik kanitlanmistir(94). Li ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada DM grubunda malondialdehit (MDA) igerigi artarken siiperoksit
dismutaz  (SOD) aktivitesinin  Onemli Olclide azaldigini, simvastatin
uygulamasindan sonra, SOD aktivitesinin arttigimi ve MDA igeriginin dnemli
Olciide azaldigmi gostermiglerdir(89). Bu ¢aligmalardaki sonuglar bizim

sonuclarimizi destekler niteliktedir.

Diyabet ve DCLP grubunu karsilastirdigimizda hem akciger hem kalp
dokusunda MDA diizeyi yiiksek CAT enzim aktivitesi ise diigiik bulundu. Bu
bulgularda bize sepsise bagli hem kalp hem de akciger dokusunda oksidatif stres
olusturdugunu gostermektedir. DO ile DCLPO grubunu karsilastirdigimizda ise iki
grup arasmnda hem akciger hem kalp dokusunda CAT enzim aktivitesi DCLPO
grubunda daha diisiik bulundu ama MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. DO ile DOCLP gruplarin1 karsilastirdigimizda ise sadece kalp
dokusunda CAT enzim aktivitesi DOCLP grubunda yiiksek bulundu. Buradaki
verilerden de c¢ikarilacak sonug sepsise bagli olusan oksidatif stres tedavisinde

ozonun CAT enzim aktivitesi lizerinde daha etkin oldugudur.
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Liu ve arkadaslarinin fareler tizerinde yaptig1 bir calismada CLP prosediirii
serum antioksidan SOD seviyesinde 6nemli bir diisiise ve MDA seviyelerinde artisa
yol acarak CLP sirasinda akciger hasarina katkida bulunmustur. Dexmedotimidin
tedavisi SOD salmimini 6nemli dlgiide artrmis ve MDA salinimini azaltmistir.
Ayrica Dexmedotimidinin SOD seviyelerini artirirken enflamatuar faktorlerin ve
MDA'nin salinimim azaltarak ALI'yi hafiflettigini, ayn1 zamanda Dex'in Beclinl
proteininin ekspresyonunu artirarak ve mTOR proteininin ekspresyonunu azaltarak
ortaya ¢ikan otofajiyi artirabilecegini ortaya koymuslardir(53). Jacobs ve
arkadaslarinin ratlar iizerinde yaptig1 bir ¢alismada, septik ratlarda serum siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyelerindeki artisin

sagkalimda artisla iyi korelasyon gosterdigini ortaya koymustur(95).

DCLP grubu ile DCLPO grubunu karsilastirdigimizda hem kalp hem
akciger dokusunda DCLPO grubunda MDA diizeyi diisiik, CAT enzim aktivitesi ise
yiiksek bulundu. DCLP grubu ile DOCLP grubunu karsilastirdigimizda hem kalp
hem akciger dokusunda DOCLP grubunda MDA diizeyi diisiik, CAT enzim
aktivitesi ise yiiksek bulundu. Bu da bize hem kalp hem de akciger dokusunda
diyabet ve sepsisin neden oldugu oksidatif stresin ozon tedavisi ile azaltabildigimizi
gostermektedir. Hem ozonun sepsisten 6nce uygulandigi hem de ozonun sepsisten
sonra uyguladigi iki grupta da oksidatif stresin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azaldigini1 gormekteyiz.

Literatiire baktigimizda Guanche ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada 30-
50 pg/ml konsantrasyonlardaki ozon oksidatif 6n kosullandirma tedavisinin
karaciger ve akcigeri oksidatif strese kars1 korudugunu ve pro-oksidan/antioksidan
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aktivitelerin dengesini koruyarak ve ROS'un etkisini tersine cevirerek deneysel
septik sokun neden oldugu doku hasarmi esit derecede azalttigini gostermisler(69).
Madej ve arkadaslar1 E. coli endotoksini ile sicanlarda indiiklenen endotoksik sokun
1yi bilinen deneysel modelini kullanarak ozon oksidatif 6n kosullandirmanin SOD
ve CAT aktiviteleri ve bunlarin ROS seviyelerinin kontroliindeki rolleri agisindan

koruyucu etkilerini de gostermistir(77).

Kontrol ve DCLP grubunu karsilastirdigimizda DCLP grubunda hem kalp
hem akciger dokusunda MDA diizeyinin yiiksek CAT enzim aktivitesinin diigiik
oldugunu gérmekteyiz. Bu iki grupta bir grup saghkl fareler diger grupta ise hem
diyabet hem de sepsis oldugu i¢cin oksidatif stresin yiiksek olmasi beklenen bir
sonugtur. DO ile DCLP gruplarini karsilastirdigimizda ise DCLP grubunda ise hem
akciger hem kalp dokusunda MDA diizeyinin yiiksek, CAT enzim aktivitesinin
diisiik oldugunu gormekteyiz. Bu da beklenen bir sonug ¢iinkii bir gruba oksidatif
stresi azaltici bir ajan olan ozon diger gruba ise oksidatif stresi arttirict etkisi olan

sepsis olusturulmus.

Yamanel ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada sepsis grubunun akciger
dokusu MDA seviyeleri diger tiim gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmus. Hiperbarik oksijen ve ozon tedavisinin MDA degerleri sham
hayvanlarmna kiyasla anlaml farklilik géstermemis. Antioksidan enzim degerleri,
SOD ve GSH-Px, sepsis hayvanlarinda azalmis olarak bulunmus. Sepsis grubuyla
karsilastirildiginda, ozon tedavisi grubunda hem SOD hem de GSH-Px aktivitesi
icin anlamli derecede yliksek seviyeler bulunurken, Hiperbarik oksijen tedavisi
grubunda sadece SOD aktivitesi artmig. Sepsis grubunun akciger dokusundaki
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miyeloperoksidaz aktivitesinin sham grubuna kiyasla anlamli derecede artmis
oldugu goriilmiis ve bu da akciger dokusuna nétrofil infiltrasyonu oldugunu
gostermistir. Hem ozon tedavisinin hem de hiperbarik oksijen uygulamast MPO
aktivitesini azaltmis; ancak degerler yine de sham grubununkinden 6nemli dlciide
yilksek bulunmus. Bu c¢alismanin sonuglarina gore ozon tedavisinin,
oksidatif/antioksidan durumun modiilasyonu yoluyla etkileri bakimindan sepsisin
kontroliinde antibiyoterapiye yardimci olarak hiperbarik oksijen tedavisine

alternatif bir terapotik yaklasim olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir(96).

Kontrol grubu ile DCLPO grubunu karsilastirdigimizda DCLPO grubunda
hem akciger hem kalp dokusunda MDA diizeyinin yiiksek, CAT enzim aktivitesi
ise sadece kalp dokusunda diisiik bulundu. Akciger dokusunda CAT enzim
aktivitesi kontrol grubu ile benzer bulundu. Kontrol grubu ile DOCLP grubunu
karsilagtirdigimizda ise DOCLP grubunda sadece kalp dokusunda MDA diizeyi
yiiksek CAT enzim aktivitesi diisiik bulundu. Akciger dokusunda ise iki grupta her
iki parametre benzer bulundu. Burada DCLPO ile DOCLP gruplar1 arasinda sadece
akciger dokusunda CAT enzim aktivitesi farkli bulundu. Buradan ¢ikarilacak sonug
ozonun Once uygulanmasi akcigerde CAT enzim aktivitesi ilizerinde daha etkin

oldugunu gostermektedir.

Karabulut ve arkadaslarinin ratlar {izerinde yaptig1 bir calismada CLP
yontemi ile sepsis olusturulmus sonrasinda antioksidan tedavi olarak suberosin
verilmis. MDA diizeyleri ile GSH ve SOD enzim aktiviteleri CLP grubunda
olumsuz etkilenirken, suberosin tedavisi verilen gruplarda bu oksidatif stres
parametrelerinin iyilestigi gosterilmig(54). Madej ve arkadaslarmin septik ratlar
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iizerinde yaptig1 bir ¢alismada Escherichia coli lipopolisakkaritinin intravendz
uygulamasi ratlarda serbest radikal reaksiyonlarini uyardigini, SOD ve katalaz
aktivitelerinde belirgin bir artis sagladigin1 géstermisler. Oksijen/ozon karigiminin
intraperitoneal inflizyonu, serbest radikal reaksiyonlarmi ve enzimatik
reaksiyonlar1 kontrol seviyelerine geri dondiirdiigiinii ve bunun da klinik bir 6neme

sahip olabilecegini ortaya koymuslardir(77).

Literatiirde diyabetiklerde gelisen sepsis tedavisinde ozonun kullanilmasi
ile ilgili yeterli ¢alisma olmamasi ve diyabetik hastalarda 6nemli bir oranda sepsis
goriilmesi bu caligmanin literatiire O6nemli bir katki saglayacagini
disiindiirmektedir. Diyabetin inflamasyon ve oksidatif stres iizerinde Onemli
etkileri oldugu bilinmektedir. Literatiirdeki ¢calismalarda sepsis tedavisinde ozonun
kullanilmasi ile elde edilen sonuglarin diyabetik farelerde gelisen sepsiste ozonun

kullanilmasiyla ile elde edilen sonuglarla benzer oldugunu ortaya koymus olduk.
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6. SONUC

Insanlarin  yasam ve beslenme tarzlarmin degismesi sonucunda diyabetin
diinyadaki yayginligi artmaktadir. Diyabetin sistemik bir hastalik oldugu ve tiim organ
sistemlerini etkiledigi kamtlanmigtir. Diyabetik hastalar sepsis nedeniyle yogun bakim
Unitelerine yatig sikligi, yatig siiresi, morbidite ve mortalite oranlar1 6nemli derecede
artmaktadir. Giderek artan antibiyotik direnci sebebiyle sepsis tedavisinde antibiyotiklere
adjuvan tedavi arayislar1 devam etmektedir. Calismamizda diyabetik farelerde gelisen

sepsise karsi ozon tedavisinin akciger ve kalp dokusu iizerine etkilerini arastirilmistir.

Calismamizda fareler STZ ile diyabet olusturulduktan sonra diyabet organlar
lizerine etkisi goriilmesi i¢in bir ay bekledik. Bu bir aymn sonunda farelerde sepsis
olusturmak i¢in CLP yontemini kullanip ozon tedavisini uyguladiktan 24 saat sonra kalp

ve akciger dokular1 alinip histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler yaptik.

Dokularin histopatolojik ve biyokimyasal incelemesinde kalp ve akciger
dokusunda hem diyabetin hem de sepsisin organlar iizerindeki etkilerini ozon tedavisiyle
azaltabildigimizi gordiik. Ozon tedavisinin sepsisten dnce uygulanmasinin sepsisten sonra

uygulanmasina gore daha etkili oldugu sonucuna vardik.

Sonug olarak diyabetik hastalarin sepsis tedavisinde sistemik ozon tedavisinin
antibiyotik tedavisine adjuvan tedavi olarak uygulanabilecegini diisiinmekteyiz. Ozon
tedavisinin sepsisin akciger ve kalp iizerindeki destriiktif etkilerini azaltarak hastalarmn
morbidite ve mortalite oranlarmi azaltacagi konusunda umut vadetmektedir. Ozon
tedavisinin sepsisin neden oldugu hasarin diizeltilmesinde optimum diizeyde
faydalanilabilmesi i¢cin mekanizma, dozaj ve zamanlama acisindan ileri ¢alismalarin

yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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7. OZET

Amac: Bu c¢alismada diyabetiklerde gelisen sepsis tedavisinde adjuvan tedavi
olarak ozon tedavisinin kullanilmasmin sepsisin en ¢ok etkiledigi iki organ olan

kalp ve akciger dokusu {izerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu ¢alismada 46 adet Swiss albino faresi kullanildi. Bu farelerin
40 tanesine IP 125 mg/kg dozunda STZ enjekte edilerek diyabet olusturuldu.
Fareler diyabet olusturulduktan sonra diyabetin organlar iizerine etkisinin
goriilebilmesi icin 1 ay beklenildi. 1 aym sonunda diyabet olusturulmayan 6 fare
kontrol (K) (n=6) ve diyabet olusturulan 40 fare ise rastgele 5 gruba ayrilarak
diyabet (D) (n=8), diyabet+ozon (DO) (n=8), diyabet+¢ekal perforasyon (DCLP)
(n=8), diyabet+g¢ekal perforasyontozon 1 (DCLPO) (n=8), diyabet+cekal
perforasyontozon 2 (DOCLP) (n=8), gruplar1 olusturuldu. DO grubuna IP 1 ml
(20mcg/ml) ozon enjekte edildi. Es zamanli olarak DCLP grubuna ise CLP
prosediirii uygulandi. DCLPO grubuna ise CLP prosediirii yapildiktan 1 saat sonra
[P 1 ml (20 mcg/ml) ozon enjekte edildi. DOCLP grubuna ise CLP prosediirii
yapilmadan 1 saat dénce IP 1 ml (20 mcg/ml) ozon enjekte edilip sonra CLP
prosediirii uygulandi. Tiim gruplar 24 saat sonra derin anestezi altinda intrakardiyak
kan almarak sakrifiye edilip kalp ve akciger dokular1 alindi. Doku &rnekleri;
histopatolojik degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu
icinde saklandi. Biyokimyasal degerlendirme yapmak icin ise -70 derecede

saklandi.
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Bulgular: Akciger histopatolojik incelemesinde interstisyel ddem, interstisyel
hemoraji, alveolar konjesyon, noétrofil infiltrasyonu/agregasyonu, alveol duvar
kalinlig1 ve Toplam hasar skoru gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu. Kalp
histopatolojik incelemesinde inflamasyon-notrofil infiltrasyonu, interstisyel 6dem,
miyokardiyal hiicrelerde sisme, miyokardiyal nekroz gruplar arasinda anlamli
olarak farkli bulundu. Miyokardiyal disorganizasyon ve interstisyel fibrozis gruplar
arasinda benzer bulundu. Kalp ve akciger dokusunda diyabet ve sepsise bagli
inflamasyonun arttig1 goriildii. Ozon uygulanan gruplarda ise bu inflamasyonun
azaldig1 goriildii. Biyokimyasal parametrelerde ise kalp ve akciger dokusunda
MDA ve CAT seviyeleri gruplar arasinda anlamhi diizeyde farkli bulundu. Sepsis ve
diyabet olusturulan gruplarda hem kalp hem akciger dokusunda MDA seviyelerinin
arttig1 goriildii. Ozon uygulanan gruplarda ise MDA seviyesinin azaldig1 gorildii.
Sepsis ve diyabet olusturulan gruplarda CAT seviyesinin azaldig1, ozon uygulanan

gruplarda ise CAT seviyesinin arttig1 gorildii.

Sonug¢: Diyabet ve sepsisin akciger ve kalp lizerindeki yikici etkilerinin ozon
tedavisi Onlenebilecegini gostermis olduk. Ayrica ozonun sepsisten Once
uygulanmasmin hem kalp hem de akciger dokusunda ozonun sepsisten sonra

uygulanmasimdan daha etkili oldugunu saptadik.

Anahtar kelimeler: Diyabetes mellitus, Sepsis, Ozon, Akciger, Kalp
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8. SUMMARY

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of ozone therapy as
adjuvant therapy in the treatment of sepsis in diabetics on heart and lung tissue, the

two organs most affected by sepsis.

Materials and Methods: In this study, 46 Swiss albino mice were used. Diabetes
was induced in 40 of these mice by injecting STZ at a dose of IP 125 mg/kg. After
diabetes was induced, the mice were waited for 1 month to observe the effects of
diabetes on the organs. At the end of 1 month, 6 mice without diabetes were divided
into control (K) (n=6) and 40 mice with diabetes were randomly divided into 5
groups and diabetes (D) (n=8), diabetestozone (DO) (n=8), diabetes+cecal
perforation (DCLP) (n=8), diabetes+cecal perforation+ozone 1 (DCLPO) (n=8),
diabetes+cecal perforation+ozone 2 (DCLCLP) (n=8) groups were formed. IP 1 ml
(20mcg/ml) ozone was injected into the DO group. Simultaneously, the CLP
procedure was performed in the DCLP group. In the DCLPO group, IP 1 ml (20
mcg/ml) ozone was injected 1 hour after the CLP procedure. In the DOCLP group,
IP 1 ml (20 mcg/ml) ozone was injected 1 hour before the CLP procedure and then
CLP procedure was performed. All groups were sacrificed 24 hours later under deep
anesthesia by intracardiac blood sampling and heart and lung tissues were removed.
Tissue samples were stored in 10% formaldehyde solution until histopathological

evaluation. For biochemical evaluation, they were stored at-70°C.

Results: In lung histopathologic examination, interstitial edema, interstitial

hemorrhage, alveolar congestion, neutrophil infiltration/aggregation, alveolar wall
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thickness and total damage score were significantly different between the groups.
In histopathologic examination of the heart, inflammation-neutrophil infiltration,
interstitial edema, swelling of myocardial cells, and myocardial necrosis were
significantly different between the groups. Myocardial disorganization and
interstitial fibrosis were similar between the groups. Diabetes and sepsis-induced
inflammation increased in heart and lung tissue. This inflammation was decreased
in ozone treated groups. In biochemical parameters, MDA and CAT levels in heart
and lung tissue were significantly different between the groups. In sepsis and
diabetes induced groups, MDA levels increased in both heart and lung tissue. In the
ozone-treated groups, MDA levels decreased. CAT levels decreased in sepsis and

diabetes induced groups, while CAT levels increased in ozone treated groups.

Conclusion: We have shown that the destructive effects of diabetes and sepsis on
the lung and heart can be prevented by ozone therapy. We also found that ozone
administration before sepsis is more effective than ozone administration after sepsis

in both heart and lung tissue.

Key words: Diabetes mellitus, Sepsis, Ozone, Lung, Heart
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