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Özet 

Bakteri ve hücre kültürlerinde yapılan çalışmalara göre elektriksel uyarımın antimikrobiyal 
etki gösterdiği ileri sürülmektedir. Bu nedenle septik sıçanlarda elektrifikasyonun, 
inflamasyon üzerindeki etkilerini araştırdık. Yirmi sekiz erkek Wistar albino sıçan, sağlıklı 
kontrol (K), elektrik uygulanmış sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrik uygulanmış sepsis (SE) 
grupları olmak üzere 4 gruba ayrıldı. Sepsis modeli oluşturmak için sıçanlara 1 ml medyum 
içindeki Staphylococcus aureus (1 x 109 koloni), periton içine enjekte edildi. E ve SE 
gruplarındaki sıçanlar bakteriyel enfeksiyondan 1 saat ve 6 saat sonra 40 dakika boyunca 
düşük bir direkelektrik sinyaline (300 Hz ve 2.5 volt) maruz bırakıldı. İkinci elektrik sinyali 
uygulamasından hemen sonra kanları ve kalp, akciğer ve karaciğer doku örnekleri alındı. 
Sıçanların kan örneklerinde düşük direk elektrik sinyalinin antibakteriyel etkisi gözlendi. SE 
grubu ile S grubu karşılaştırıldığı zaman elektrik sinyallerinin dokuların histolojik 
yapısındaki değişiklikler, kan pH'ı, gazları, viskozitesi ve hücre sayısı, bazı önemli 
enzimlerin aktiviteleri, oksidatif stres parametreleri, inflamasyon ve doku apoptozunu 
iyileştirdiği gözlendi. Düşük direkt elektrik sinyali uygulaması, herhangi bir doku hasarı 
oluşturmadan vücut sıvılarında elektroliz indüksiyonu yaparak septis oluşturulmuş sıçanlar 
üzerinde antibakteriyel, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkiler gösterirdi. 

 

 
 

Giriş 
İnflamasyon, zararlı uyaranlara karşı koruma sağlayan ve birçok organı etkileyen ve uygun şekilde 
kontrol edilmediği takdirde hastalığın ilerlemesinde rol oynayan karmaşık bir biyolojik süreçtir.  
Akut inflamatuar yanıt, konak savunmasında kritik öneme sahiptir, ancak tedavi edilmezse birçok 
hastalıkla bağlı kronik inflamasyona yol açabilir. Vücutta yaygın bir iltihaplanma şekli olan sepsis 
de bu koşullardan biridir. Sepsis, bağışıklık sisteminin yaralanmaya veya bakteriyel enfeksiyona 
karşı verdiği olağandışı bir tepki olarak tanımlanır.
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Sepsisin erken evresinde, makrofajların yüzeyindeki Toll-benzeri reseptörler gibi 
reseptörler, patojenle ilgili molekülleri tanır; daha sonra sistemik inflamasyonu indüklemek 
için makrofajlardan tümör nekroz faktörü (TNF), interlökin-1β (IL-1β) ve IL6 gibi 
proinflamatuar sitokinler, salgılanır. Bu proinflamatuar sitokinlere ek olarak, sepsisin diğer 
biyobelirteçlerinden olna C-reaktif protein (CRP) ve prokalsitonin (PCT) düzeyleride artar (ya 
da yukarı regüle edilir). Sepsisin ilerlemesi sırasında şiddetli sepsis adı verilen yaygın organ 
disfonksiyonu (akciğer, karaciğer, böbrek ve beyin) başlar. Son olarak, kardiyovasküler 
bozukluklar nedeniyle septik şok meydana gelir [1]. Bunun yanında oksidatif stres, 
proinflamatuar sitokin salgılanmasını uyaran faktörlerden biri olduğu için sepsise bağlı organ 
disfonksiyonu, reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini şiddetlendirir [2]. Bu nedenle, 
inflamatuar yanıtın ilerleyici organ fonksiyonu kaybına katkıda bulunduğu hastalıklar için yeni 
terapötik yaklaşımlara acilen ihtiyaç duyulmaktadır [3]. 

Son yıllarda yan etkilerin daha az olması nedeniyle hastalıkların ilaçsız tedavisi tercih 
edilmeye başlandı. Örneğin, elektriksel veya manyetik stimülasyon gibi değişen parametrelere 
sahip fiziksel müdahaleler, akut veya kronik sinir yaralanmaları için olumlu sonuçlar verir. 
Elektriksel veya manyetik stimülasyonun biyolojik temeli esas olarak protein sentezindeki, iyon 
kanalı düzenlemesindeki ve büyüme faktörü salgılanmasındaki değişikliklere dayanır [4]. Bu 
özelliklerden dolayı elektrik akımı tıpta ayrıca ağrı kesici (TENS), inflamasyonu azaltma ve yara 
iyileşmesi için de kullanılır [5]. 

Elektrifikasyon, bağışıklık sistemimizi bozarak sağlığımızı bozan patojenleri, virüsleri, 
bakterileri, parazitleri, mikropları ve mantarları yok etme potansiyeline sahip bir tekniktir [6, 
7]. Daha önce, elektrifikasyonun su, süt ve bakteri ve hücre kültürleri üzerindeki antimikrobiyal 
etkileri in vitro olarak gösterilmiştir [8, 9]. Ek olarak, edinilmiş immün yetmezlik sendromu 
(AIDS) virüslerinin çoğu, in vitro olarak çok düşük bir elektrik akımına maruz kaldıktan sonra 
bulaşıcı özelliklerini kaybeder [10]. Kan ardı ardına elektrik akımına maruz kaldığı zaman, kan 
hücrelerine zarar vermeden AIDS ve hepatit virüsleri neredeyse saptanamaz hale gelir. Daha 
sonra, elektrotlar kan damarı yollarına yerleştirilerek ve çok düşük bir elektrik akımına maruz 
bırakılrak insanlarda da aynı etki elde edilmiştir [11]. Böyle bir protokol geliştirilmiş olmasına 
rağmen, ilginç bir şekilde, elektrik stimülasyonu üzerinde bugüne kadar yara iyileşmesi dışında 
hiçbir in vivo çalışma yapılmamıştır. Bu yara iyileştirme çalışmalarında, insanlarda elektrik 
stimülasyonunun ardından enfekte yaralarda bakteriyel inhibisyon tespit edilmiştir. [12–14]. 
Elektrik stimülasyonu, enfekte yaralar üzerinde antibakteriyel etkisini doğrudan veya dolaylı 
olarak yapsada, kesin mekanizması hala tam olarak anlaşılamamıştır. Doğrudan etki, elektrik 
akımının bakteri zarının bütünlüğünü bozması veya elektrik uyarısının antibakteriyel 
etkilerinin en olası nedeni olan bakteri hücre yüzeyi üzerindeki moleküllerin elektrolizini 
indüklemesi nedeniyle ortaya çıkabilir [15, 16]. Sıcaklık ve pH değişiklikleri de elektrik 
stimülasyonunun dolaylı etkileri olabilir [17, 18]. Bununla birlikte, bu değişiklikler elektriksel 
stimülasyonun antibakteriyel etkilerinin birincil nedeni olmayabilir [14]. Bu yüzden, mevcut 
çalışma, sıçan bakteriyel sepsis modelinde düşük doğrudan elektrik sinyalinin inflamatuvar 
yanıt, kan bakteri sayısı, pH, gazlar, viskozite, hücre sayısı, bazı biyokimyasal parametreler, 
oksidatif stres ve doku hasarı üzerindeki in vivo etkilerini araştırmak için tasarlanmıştır. 
 
Gereç ve Yöntemler 
Bakteri süspansiyonunun hazırlanması 

Analizlerde ticari olarak temin edilen Staphylococcus aureus standart suşu (ATCC-10390) 
kullanıldı. -20°C’de liyofilize olarak saklanan suşlardan, enjeksiyonlardan önce pasajlar alınarak 
uygun sürelerde inkübasyon gerçekleştirildi. Standart suşlarda, herhangi bir kontaminasyon veya 
yapısal bir değişikliğin meydana gelmediğinden emin olunması amacıyla, VITEK 2 Compact 30 
otomatik mikro tanımlama sistemi ve VITEK MS kütle
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spektrofotometresi (bioMérieux, Lyon, France) kullanılarak, belli zaman aralıkları ile tanımlama 
(identifikasyon) yapıldı. Tanımlama sonucunda suşların %99,9 oranında benzerlik gösterdiği 
saptandı. Ayrıca, standart suşun mutasyona uğramaması ve patojenitesini kaybetmemesi 
amacıyla her zaman yalnızca ilk pasajlardan elde edilen bakteriler kullanıldı. Standart 
Staphylococcus aureus suşlarının deney esnasında, üremelerinin logaritmik fazında olmasına 
gayret edildi. Bu nedenle suşların pasajı, enjeksiyondan 18-24 saat önce alındı ve bu süre 
boyunca 37°C’lik etüvde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında DensiCHEK plus (bioMérieux, 
Lyon, France) cihazı kullanılarak, uygun yoğunlukta bakteri süspansiyonu McFarland bulanıklık 
sistemine göre hazırlandı (1x109 KOB KOB/ml). Süspansiyonların hazırlanmasında steril 
ACILA®LAL Reagent Water (LRW, Opelstrassee 14, Mörfelden-Walldorf, Germany) 
kullanıldı. Hazırlanan süspansiyonlar steril koşullar altında 1 ml’lik enjektörlere çekilerek 
uygulamaya hazır hale getirildi. Deney sonunda, sepsis modelimizin güvenilirliliğinin 
belirlenmesi amacıyla kan örneklerinde kültür metodu kullanılarak mikrobiyolojik incelemeler 
yapıldı. 

 
Kültüre Edilebilir Bakteri Sayısının Belirlenmesi 
Bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra toplanan kan örnekleri (100 µl), 10 ml'lik ticari TSB 
tüplerinde (BD, BBL Trypticase Soy Broth, Franklin Lakes, New Jersey, ABD) 3 saat ön 
zenginleştirilmeye bırakıldı. 3 saatin sonunda 100 µl solüsyon üç farklı Mannitol Salt Agar 
plakasının (Merck-Millipore, Darmstadt, Almanya) yüzeyinin merkezine yayma plaka yöntemi 
kullanılarak pipetlendi. Plakalar 37°C'de 72 saat süreyle inkübe edildi. Bu sürenin sonunda 
plakalarda koloni oluşturan birimler sayıldı ve ortalama sonuçlar istatistiksel analiz için 
kullanıldı. 

 
Elektrik akımını uygulamak için kullanılan cihaz 
Yeni geliştirilen bu düşük elektrik sinyali uygulama cihazı (Dr. Biolyse), vücut sıvılarındaki 
kimyasalları ayrıştırmak için kullanılabilen bir elektron hızlandırıcıdır (Türk Patent Enstitüsü 
patent başvuru numaraları: 2021/006002, 2020/08818, 2020/14753 ve 2020/14781). Cihazın 
prensibi, elektrik sinyalinin sağladığı enerji ile moleküllerin parçalanması ve ortama verilen 
elektronlardan yeni moleküllerin oluşmasıdır. Vücut sıvılarında, moleküler bağları birbirine 
yakın olan ve uyarılma sonucu kolayca ayrılıp birleşebilen 3 tip bileşik tespit edilmiştir: su 
(H2O), sodyum klorid (NaCl) ve potasyum klorür (KCl). Bu yüzden, bu deneyden önce, vücut 
sıvılarında bu bileşiklerin gerekli bozunması ve yukarıda bahsedilen kimyasallardan yeni 
bileşiklerin oluşumunun, vücut ısısını artırmadan düşük doğrudan elektrik sinyaline maruz 
kalma (elektroliz) ile indüklenen enerji ve elektron transferi ile sağlayabileceği varsayılmıştı. 
Bu hipotezi, in vitro olarak izotonik tuzlu su çözeltisine düşük doğrudan elektrik sinyali 
uygulayarak test ettik ve böylece elektronun yörüngeden kopacağı hıza göre ortalama dönüş 
hızını rezonansa sokarak ayrılmayı kolaylaştırmak için kovalent bağlarda yaygın olarak 
kullanılan elektronların yörünge hızını arttırdı. Bu yöntem kullanılarak elektronun ayrışmadan 
sonraki yaklaşık hızı olan 300.000 km/sn hıza ulaşması için 300 Hz frekansında düşük bir 
doğrudan elektrik sinyali uygulanarak yüksek verimli ayırma sağlanmıştır. Böylece H2O 
hidrojen (H) ve hidroksil (OH) iyonlarına, NaCl sodyum (Na) ve klorür (Cl) iyonlarına ayrıştı. 
Reaksiyon devam ederken ortamda sodyum hidroksit (NaOH), H ve Cl oluştu. NaOH oluşumu 
belli bir seviyeye ulaştıktan hemen sonra hipokloröz asit (HOCl, zayıf asit) oluşumu meydana 
geldi. 
Bu sonuçlara göre sistem belirli periyotlarda hızlı bir şekilde dengelenmiştir. Dengeleme 
reaksiyonu, NaOH + HOCl                 NaCl + H2O + O idi. 

Bu çalışmada, elektrik sinyaline maruz kalan sıçan vücutlarının ürettiği direnci ölçmek için 
akciğere ve sırta, karın ve sırta iki çift karbon elektrot yerleştirildi. 
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Sıçanların vücut direnci standart bir direkt elektrik sinyali uygulanarak ölçüldüğünde 135.000–
150.000 Ohm arasında değişiyordu. Bu direkt elektrik sinyalinin sürekli uygulanması hücreler 
üzerinde oluşturacağı yük nedeniyle zamanla doku hasarına neden olacaktı. Ancak doğrudan 
elektrik sinyali özelliğine sahip kare dalga frekansına sahip olan Dr. Biolyse cihazı ile 
ölçüldüğünde 300 Hz frekansında vücut direnci 2.700–3.300 Ohm aralığındaydı. 300 Hz'lik bu 
frekans, H2O, NaCl ve KCl üzerinde en verimli rezonansı sağlayarak moleküler ayrışma en hızlı 
seviyede gerçekleştiği için ön in vitro deneyimize göre seçilmiştir. Bu frekans ayarı ile elektrik 
sinyalinin dokularla teması en aza indirilmiş ve vücut sıvılarına uygulanan akım arttırılmıştır. 
Bu nedenle elektrik sinyali vücut dokuları üzerinden çok az dirençle hedef sıvı ortamına 
ulaşmıştır. Cihaz kendini yazılımla sınırlar (Şekil 1). 

 
 

Şekil 1. Dr. Biolyse.  Sıçanlar, yeni geliştirilen Dr. Biolyse cihazı kullanılarak düşük bir elektrik sinyaline maruz bırakıldı. 
 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g001 
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Hayvanlar ve sepsis indüksiyonu 
Power analizi sonucunda (ortalama 10 birim fark ve %80 güç ve %95 güven seviyesinde 5 
birim standart sapma), her grup için en az 7 sıçanın gerekli olduğu tespit edildi. Bu nedenle, 
bu çalışmada 250-300 gram ağırlığındaki 28 erkek Wistar albino sıçanı kullanıldı.  Sıçanlar, 
Bezmialem Vakıf Üniversitesi Deney Hayvanları Merkezi'nden temin edildi ve standart 
sıcaklık (25 ± 1˚C), nem (%50 - 60) ve karanlık-aydınlık koşullarında (12 saat aydınlık/12 
saat karanlık döngüsü) barındırıldı ve ad libitum ile beslendi. 

Bu çalışma, Ulusal Sağlık Enstitüleri Laboratuvar Hayvanlarının Bakım ve Kullanım 
Kılavuzundaki tavsiyelere sıkı sıkıya bağlı kalınarak gerçekleştirilmiştir. Çalışma protokolü 
Bezmialem Vakıf Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu tarafından onaylanmıştır (Tarih: 
28.09.2020, No: 2020/145). Tüm ameliyatlar ketamin ve ksilazin anestezisi altında yapıldı ve 
acıyı en aza indirmek için her türlü çaba gösterildi. 

Sıçanlar 4 gruba ayrıldı: sağlıklı kontrol (C), elektrik uygulanmış sağlıklı (E), sepsis (S) ve 
elektrik uygulanmış sepsis (SE) grubu. Deneyden önce, elektrot yerleştirmek için sıçanların 
karın ve sırt bölgeleri elektrikli ustura ile tıraş edildi. S ve SE gruplarında sepsisi indüklemek 
için hayvanlara 1 ml LRW içinde Staphylococcus aureus (1 x 109 CFU) (i.p.) uygulandı. C ve 
E gruplarına Staphylococcus aureus aracı yerine 1 ml LRW enjekte edildi. [19]. Sepsis 
oluşumu, bakteri veya LRW enjeksiyonlarından 1 saat sonra izofluran ile anestezi uygulanan 
sıçanların jugular venlerinden alınan 100 µl kanın bakteri kültürü ile doğrulandı. (Şekil 2). 

Vücut sıvılarının elektrolizi için elektrik sinyali vücuttan geçecek şekilde düşük direkt 
elektrik sinyali (300 Hz ve 2,5 volt) uygulamak için sıçanların göğüs ve karın bölgelerine 
pozitif elektrotlar, göğüs ve karın arka taraflarına negatif elektrotlar yerleştirildi. Elektrotlar, 
sıçanların sırtına ve karnına, vücudu tamamen saran bir flaster ile sabitlendi (Şekil 1). E ve SE 
gruplarındaki sıçanlara bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra 40 dakika süreyle elektrik 
sinyali uygulandı. Elektrotlar, C ve S gruplarındaki sıçanların aynı bölgelerine herhangi bir 
elektrik sinyali uygulanmadan 40 dakika süreyle yerleştirildi. Bu sürenin sonunda sıçanlara 
ketamin-ksilazin (K, 100 mg/kg; X, 10 mg/kg, intraperitoneal) ile anestezi uygulandı ve 
hayvanlar derin uykudayken kardiyak kan örnekleri alındı.  Daha sonra sıçanlar hala anestezi 
altındayken giyotin ile dekapite edildi ve ileri çalışmalar için doku örnekleri alındı. 

 

Histopatolojik inceleme 
Alınan dokular, ışık mikroskobu için %10 tamponlu formaldehit ile fikse edildi. Tamponlu 
formaldehit içinde saklanan numuneler, sabit vakumlu bir doku takip cihazında (Leica TP 
1020, Almanya) takip edildi. Dokular parafine gömüldü. Üç-beş mikrometre kalınlığında 
kesitler alındıve ardından histopatolojik inceleme için hematoksilen-eozin ile boyandı. Her 
kesit, X10, X20 ve X40’lık objektiflerkullanılarak çift körlü olacak şekilde iki histolog 
tarafından bağımsız olarak değerlendirildi. Görüntüler Nikon marka dijital kamera (Eclipse 
920248, ABD) kullanılarak çekildi. 

 

Tam kan ölçümleri 
Tam kan hücresi sayımı, bir hematoloji analizörü (Abacus junior vet, Budapeşte, Macaristan) 
kullanılarak ölçüldü. Kan gazları ve pH, bir kan gazı analizörü (ABL90 FLEX, Bronshoj, 
Danimarka) kullanılarak ölçüldü. Tam kan viskozitesi ve kayma gerilimi, bir Wells-
Brookfield koni plakalı viskozimetre (DV3TLVCJ0, ABD) kullanılarak 1.500 s-1 kesme 
hızında ölçüldü. Tüm viskozite ölçümleri 37°C'de yapıldı. 
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Şekil 2.  Deneyler sırasında ölçülen bakteri sayısı. Sağlıklı kontrol (C), elektrik verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) 
ve elektriklenmiş sepsis (SE) gruplarının (n = 7) bakteri sayıları. ***; p<0,001 S grubuna göre istatistiksel olarak 
önemli fark. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g002 
 

 
Biyokimyasal analiz 

Numunelerin işlenmesi: Kan örnekleri, serum süpernatantını elde etmek için 3.000 x g'de 
10 dakika santrifüjlendi. Serum ve doku örnekleri deney gününe kadar -80˚C'de saklandı. 
Doku örnekleri, homojenizatör (Fast prep-24, MP Biomedical, ABD) kullanılarak PBS 
(fosfat tamponlu salin, pH: 7.4) içinde homojenize edildi. 

Analiz: Serum örneklerinde kolesterol, aspartat aminotransferaz (AST), alanin 
aminotransferaz (ALT), lipaz ve total protein (TP) düzeyleri yarı otomatik biyokimyasal 
analizör (IDEXX Vettest, IDEXX Laboratories, Inc., ABD) ile ölçüldü. ALT, AST, lipaz, 
kolesterol ve TP kitleri için saptama aralıkları sırasıyla 20-161 U/L, 39-111 U/L, 10-150 U/L, 
20-92 mg/dl ve 5,3 - 6,9 g/dl idi. 

 

Oksidatif stres parametrelerinin analizi 
Süperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve indirgenmiş glutatyon (GSH) 

düzeylerinin ölçümesi: SOD, MDA ve GSH seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen ELISA 
bazlı kitler ile ölçüldü (SOD için, Elabscience Co., ABD; MDA için, Mybiosource Co., ABD; 
GSH Elabscience Co., ABD için). 
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Kısaca, standartlar ve numuneler bir monoklonal antikorla kaplanmış mikro plakalara 
pipetlendi ve inkübe edildi. Bütün kuyucuklara biotin eklendi ve bağlanmayı indüklemek için 
streptavidin-HRP pipetlendi. İnkübasyondan sonra, bağlanmamış reaktifleri çıkarmak için 4 
yıkama yapıldı. A ve B kromojen solüsyonları eklendikten sonra stop solüsyonu eklendi ve 
ortaya çıkan optik yoğunluk bir plak okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan™ LUX çok 
modlu mikroplaka okuyucu, ABD) kullanılarak 450 nm'de ölçüldü. Kitlerin saptama aralığı 
SOD için 0.16-10 ng/ml, MDA için 0-1000 ng/ml ve GSH için 2-400 µmol/l arasındaydı. 
 

Total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) ölçümleri: Kan ve doku 
numunelerindeki TAS seviyeleri, bir spektrofotometrik yöntemle (Thermo Scientific, 
Varioskan™ LUX multimode mikroplaka okuyucu, ABD) ticari bir kit (Rel Assay 
Diagnostics, Türkiye) kullanılarak ölçüldü. Kısaca, örneklerdeki antioksidanlar, koyu mavi 
yeşil 2,20-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) radikalini 
ABTS'nin renksiz indirgenmiş formuna indirgemiştir. 660 nm'de absorbanstaki değişiklik 
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Toplam antioksidan aktiviteleri örneklerin 
mmol Trolox eşdeğeri/L olarak rapor edildi. 

Numunelerdeki TOS seviyeleri, ticari bir kit (Assay Rel Diagnostics, Türkiye) ve 
spektrofotometre (Thermo Scientific, Varioskan™ LUX çok modlu mikroplaka okuyucu, 
ABD) kullanılarak ölçüldü. Kısaca, numunelerde bulunan oksidanlar, demir iyonları şelatör 
kompleksini demir iyonlarına oksitledi. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortamında bol 
miktarda bulunan arttırıcı moleküller tarafından uzatılırken, ferrik iyon, asidik bir ortamda 
kromojen ile bir renk kompleksi oluşturmuştur. Oluşan rengin yoğunluğu, numunelerde 
bulunan toplam oksidan molekül miktarı ile ilgilidir. Sonuçlar µm H2O2 eşdeğeri/L olarak 
rapor edilir. 

 
Multipleks ELISA kullanarak inflamasyon parametrelerinin ölçümü 
Serum numunelerindeki inflamasyon parametreleri, ticari olarak elde edilen bir inflamasyon 
paneli (Bio–Rad, Bioplex Sıçan sitokin pleks testi, ABD) ile ölçüldü. Panelde 30 parametre 
mevcut idi. Test, üreticinin tavsiyelerine göre kuruldu. Kısaca, numuneler 96 kuyucuklu bir 
plaka içinde antikora bağlı manyetik çubuklarla karıştırıldı ve gece boyunca 4°C'de 
çalkalanarak inkübe edildi. Soğuk ve oda sıcaklığında inkübasyon adımları, 500-600 x rpm'de 
bir orbital çalkalayıcı üzerinde gerçekleştirildi. Mikroplaka, yıkama tamponu ile iki kez 
yıkandı. Biyotinlenmiş saptama antikoru ile oda sıcaklığında 1 saatlik bir inkübasyondan sonra 
streptavidin eklendi. Plaka yıkandı ve numune başına 50 çubuk alt limiti ile PBS eklendi. 
Okuma, bir Bio-Plex 200 cihazında (Bio–Rad, ABD) yapıldı. 

 
Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS–PAGE) ve 
Western blot analizi 
Dokular çözdürüldükten sonra (yaklaşık 100 mg) parçalara ayrıldı ve proteaz inhibitör kokteyli 
içeren 500 µl soğuk RIPA tamponunda (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, ABD) 
homojenizatör kullanılarak 30/s hızında 10 dakika homojenize edildi. Homojenattaki kalıntı 
ve çekirdekleri uzaklaştırmak için, 4°C'de 15 dakika 700 x g'de santrifüjlendi, süpernatantlar 
1.5 ml’lik tüplerde toplandı. Numuneler sonraki deneylere kadar -80˚C'de saklandı. 

Dokuların süpernatanları denatüre edildi ve  %12 sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jeli 
üzerinde ayrıldı. Proteinler (20 µg) bir polivinil diflorür membrana (Bio–Rad, Hercules, CA, 
ABD) aktarıldı. Membran, %0,1 Tween 20 (TBST) içeren Tris (hidroksimetil) aminometan 
(Tris)-tamponlu salin içinde %5 yağsız süt tozu (Bio– Rad, Hercules, CA, ABD) ile 1 saat 
süreyle bloke edildi. Membranlar daha sonra primer antikorlarla (IL-1β, TNF-α, Bax, Bcl-2, 
tubulin ve β-aktin (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, ABD)) 4°C'de gece boyunca 
immünoblot edildi. 
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Membranlar, TBST çözeltisi ile üç yıkamadan sonra, oda sıcaklığında 1 saat boyunca yaban 
turpu peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder antikorları (keçi anti-tavşan immünoglobulin G 
(IgG) HRP ve keçi anti-fare IgG HRP (Hücre Sinyali, Danvers, Massachusetts, ABD)) ile 
inkübe edildi. Western blotlar, ECL reaktifleri (Elabscience, Houston, Texas, ABD) ile 
muamele edildi ve görüntüler Fusion FX7 sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) ile elde edildi. Bant 
yoğunluğu, ImageJ yazılımı (Ulusal Sağlık Enstitüleri, Bethesda, MD, ABD) kullanılarak 
ölçüldü. 

 
İstatistiksel Analiz 
Grup ortalamaları ± standart sapmalar (SD) tüm değerlerden hesaplandı. Verilerin normalliğini 
test etmek için Shapiro-Wilk testi kullanıldı. Normal dağılım gösteren veriler tek yönlü ANOVA 
ile, normal dağılım göstermeyen veriler Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Gruplar arasındaki 
post hoc karşılaştırmalar, GraphPad Prism yazılımı (GraphPad Prism sürüm 6 Yazılım Programı 
San Diego, CA) kullanılarak Bonferroni ve Dunn testleri ile yapıldı. P<0.05 değeri istatistiksel 
olarak önemli kabul edildi. 

 
Sonuçlar 
Kandaki kültürlenebilir bakteri sayısı 
LRW veya Staphylococcus aureus enjeksiyonundan bir saat sonra, elektrik sinyali 
uygulamasından hemen önce, C ve E gruplarının kanında bakteri üremesi gözlenmezken, S 
ve SE gruplarının kanında yoğun bakteri üremesi tespit edildi ve bu iki grupta bakteriyemiyi 
gösterdi. Bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra yapılan 40 dakikalık elektrik sinyali 
uygulaması SE grubunda bakteriyemiyi S grubuna göre önemli ölçüde azalttı (P<0.001) (Şekil 
2). SE grubunda halen hafif bakteriyemi izlendi. 

 
Doku histolojisi 
Gruplara ait histolojik sonuçlar Şekil 3'te gösterilmiştir. S grubunun miyokardında 
inflamasyon gözlenirken SE grubunun miyokardında inflamasyon gözlenmedi. S grubu 
dışındaki tüm gruplar normal histolojik yapılara sahipti. S grubunda miyokardiyal lif 
demetleri gevşek bir şekilde düzenlenmişti ve bazı miyokardiyal lifler nekrotikti. 

Akciğer kesitleri incelendiğinde ne C ne de E gruplarının pulmoner histolojik değişiklik 
göstermediği ortaya çıktı. S grubunda inflamatuar hücre infiltrasyonu gözlendi. SE grubunda 
da inflamasyon saptandı ancak S grubuna göre çok daha azdı. Ayrıca, SE grubunda konjesyon 
diğer tüm gruplara göre daha fazlaydı. 

Karaciğer dokularında ise hiçbir grupta inflamatuar hücre infiltrasyonunda artış 
gözlenmedi. S grubu dışındaki tüm gruplar normal histolojik yapıya sahipti. Ancak 
sinüzoidler fiksasyon nedeniyle tüm gruplarda biraz daha genişti. S grubu dokularında 
nekroz alanları gözlendi. 

 
Kan parametrelerindeki değişiklikler 
C grubu ile karşılaştırıldığında, pH, oksijen satürasyonu (sO2) ve beyaz kan hücresi (WBC) 
sayısı, S grubunda önemli ölçüde daha düşüktü (p<0.05—p<0.001) ve parsiyel karbondioksit, 
kırmızı kan hücresi (RBC) sayısı, hemoglobin (HB) düzeyi, hematokrit yüzdesi (% HCT), kan 
viskozitesi ve kayma gerilim düzeyleri önemli ölçüde daha yüksekti (p<0.05—p<0.001). 
Ancak S grubunda meydana gelen değişikliklerin hiçbiri SE grubunda gözlenmedi (Şekil 4-7). 
Trombosit (PLT) sayıları, monosit yüzdesi veya pO2'de gruplar arasında anlamlı fark (p>0.05) 
gözlenmedi. Ek olarak, lenfosit yüzdesi önemli ölçüde arttı.
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Şekil 3.  Dr. Biolyse tedavisi sonrası elde edilen histolojik sonuçlar. X400 büyütmede sağlıklı kontrol (C), elektrik verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrikli sepsis 
(SE) gruplarından kesitlerde hematoksilen & eozin boyama görüntüleri. Ekler, S ve SE gruplarının akciğer dokularını düşük büyütmede gösterir. Burada inflamasyon S 
grubunda SE grubuna göre daha fazlaydı (HE X10). S grubuna ait karaciğer kesitresimlerinde bulunan iç kısımlardaki yıldızlar nekrotik karaciğer dokusunu 
göstermektedir (HE X10).

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g003 
 

(p<0.05), ve granülosit yüzdesi ve RBC sayısı, C grubuna kıyasla E grubunda önemli 
ölçüde azaldı (sırasıyla p<0.01 ve p<0.05). 

 
Biyokimyasal kan ölçümleri 
C grubu ile karşılaştırıldığında, S grubunda ALT ve AST serum düzeyleri ile lipaz aktivitesi 
önemli ölçüde yüksek iken (sırasıyla, p<0.01, p<0.01 ve p<0.001),  TP düzeyi önemli ölçüde 
düşüktü (p<0.01). Ancak S grubunda meydana gelen değişikliklerin hiçbiri SE grubunda 
gözlenmedi. (Tablo 1). 

 
Oksidatif stres analizi 
C grubu ile karşılaştırıldığında, S grubunda TOS ve MDA'nın kan ve doku düzeyleri önemli 
ölçüde yüksekken (p<0,001), TAS ve GSH düzeyleri ve SOD aktivitesi ise önemli ölçüde 
daha düşüktü (p<0,001). Ancak S grubunda meydana gelen değişikliklerin hiçbiri SE 
grubunda gözlenmedi. (Tablo 1). 

 
Kandaki sitokin düzeylerinin analizi 
Serum inflamasyon belirteçleri Tablo 2’de gösterilmektedir. IL-5, IL-13 ve MIP-3α hariç 
incelenen tüm interlökinlerin (IL'ler) ve makrofaj inflamatuar proteinlerinin (MIP'ler) seviyeleri, 
C grubuna kıyasla S grubunda önemli ölçüde arttı (p<0,05 –p<0,001).  
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Şekil 4.  Dr. Biolyse tedavisinden sonra ölçülen kan parametreleri. Sağlıklı kontrol (C) kan pH ve gazları sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrik akımı 
verilmişsepsis (SE) gruplarına (n = 7) elektrik akımı verildi. pH (A), pO2 (B), pCO2 (C) ve sO2 (D), ortalama ± SD + olarak sunulur; p<0.05++; p<0,001 C 
grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark. +++; p<0,001 S grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g004 

 

Ek olarak, granülosit koloni stimüle edici faktör (G-CSF) ve makrofaj koloni stimüle edici 
faktör (M-CSF) seviyeleri, C grubuna göre S grubunda önemli ölçüde daha düşüktü (sırasıyla 
p<0.05 ve p<0.001) ve granülosit-makrofaj koloni uyarıcı faktör (GM-CSF), büyümeyi 
düzenleyen onkogenler (GRO) / keratinosit kemoatraktan (KC), interferon gama (IFNγ), 
monosit kemoatraktan protein 1 (MCP1) ve kemokin ligand (CCL5 veya RANTES) seviyeleri 
önemli ölçüde daha yüksekti. Ancak IL-1α dışında S grubunda değişen tüm bu parametreler 
SE grubunda değişmedi. SE grubunda C grubuna göre seviye hala daha yüksekti (p<0.05). 

 
 
 

Western blot 
Sıçanların karaciğer, kalp ve akciğer dokularındaki inflamatuar sitokinler IL-1β ve TNF-α 
seviyelerindeki değişiklikler Şekil 8 ve 9'da gösterilmektedir. İncelenen tüm dokularda, bu 
sitokinlerin ekspresyonu, C grubuna kıyasla S grubunda yukarı regüle edildi (p <0.05 –
p<0.001). Elektriksel sinyal tedavisi, SE grubunda hem IL-1β hem de TNF-α düzeylerini S 
grubuna göre önemli ölçüde azalttı (p<0.05 –p<0.01). Ek olarak, sağlıklı sıçanların elektrik 
sinyali tedavisi, karaciğer, kalp veya akciğer dokularında bu inflamatuar sitokinlerin 
ekspresyonunda herhangi bir değişikliğe neden olmadı. 



PLOS ONE Sepsisin elektriksel sinyal tedavisi 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177 9 Eylül 2021 11 / 23 

 

 

 
 

 
Şekil 5. Beyaz kan hücresi sayımı. Sağlıklı kontrol (K) elektrik verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektriklenmiş sepsis (SE) gruplarının (n = 7) 
kan lökosit sayıları. WBC (A), beyaz kan hücreleri; %LY (B), lenfosit %; MONO% (C), monosit %; % GR (D), % granülosit. Veriler, ortalama ± 
SD olarak sunulur. +; p<0.05, ++; C grubuna göre p<0.01 istatistiksel olarak anlamlıi fark. +; p<0.05, ++; S grubuna göre p<0.01 istatistiksel olarak 
anlamlı fark. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g005 
 

 

Sepsis sürecinde artan proinflamatuar sitokin seviyeleri ile apoptoz arasındaki ilişki 
nedeniyle, Bax'ın (Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir üyesi) Bcl-2 (Bcl-2 ailesinin antiapoptotik 
bir üyesi) ekspresyonuna oranı apoptoz oranı için bir belirteç olarak analiz edildi (Şekil 10). 
Karaciğer ve kalp dokularında Bax/Bcl-2 oranı S grubunda C grubuna göre anlamlı olarak daha 
yüksekti (p<0.05), bu da apoptozda bir artışa işaret etmektedir. Ancak S grubunda akciğer 
dokularındaki Bax/Bcl-2 oranları C grubu ile kıyaslandığında değişiklik gözlenmedi. Elektrik 
sinyali tedavisi, SE grubunun karaciğer, kalp ve akciğer dokusunda apoptoz oranını S grubuna 
göre önemli ölçüde azalttı (p<0.05 –p<0.01). Ayrıca sağlıklı sıçanların elektriksel sinyal 
tedavisi, incelenen dokularda C grubuna göre apoptozda herhangi bir değişiklik oluşturmadı. 
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Şekil 6. Kan hemogram parametreleri. Sağlıklı kontrol (K), elektrik verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrifiye sepsis (SE) gruplarında 
(n=7) kan eritrosit ve trombosit sayıları ile hemoglobin ve hematokrit düzeyleri. RBC (A), kırmızı kan hücresi; HB (B), hemoglobin; HCT 
(C), hematokrit; ve PLT (D), trombosit. Veriler ortalama ± SD olarak sunulmuştur. +; p<0.05, +++; p<0,001 C grubuna göre istatistiksel olarak 
anlamlı. +; p<0.05, ++; p<0.01, +++; S grubuna kıyasla p<0,001 istatistiksel olarak anlamlı. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g006 
 

Tartışma 
Düşük bir direk elektrik sinyalinin, deneysel olarak sepsis modeli oluşturulan sıçanlar 
üzerindeki antibakteriyel etkisi, ilk defa çalışmamızda açıklanmıştır. Elektrik stimülasyonunun 
antibakteriyel etkisinin, birincil olarak bakteri hücre yüzeyindeki [15, 16] moleküllerin 
elektrolizi yoluyla bakteri zarının bütünlüğünü bozmasından veya ikincil olarak düşük elektrik 
sinyali ile vücut sıvılarının elektrolizi nedeniyle HOCl oluşumundan kaynaklanabileceğini öne 
sürmüştük. Mikroplarla temas halindeyken HOCl, mikroorganizmaların doymamış lipid 
tabakasına seçici olarak bağlanır. 
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Şekil 7.  Kan reolojik parametreleri. Sağlıklı kontrol (C), elektrik verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektriklenmiş sepsis (SE) gruplarının (n = 7) kan viskozitesi 
ve kesme stresi seviyeleri. Viskozite (A) ve kayma gerilimi (B). Veriler, ortalama ± SD olarak sunulur. +; p<0.05, ++; C grubuna göre p<0.01 istatistiksel 
olarakanlamlı fark. +++; p<0,001 S grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g007 
 

Daha sonra hücre duvarlarını ve dolayısıyla mikropların veya virüslerin hücresel bütünlüğünü 
bozarak yok olmalarına neden olur [20]. Ek olarak, HOCl ayrıca istilacı patojenlere karşı immün 
yanıtta aktive edilmiş nötrofiller tarafından üretilir ve çoğunlukla konakçıya ait olan proteinlerle 
hemen reaksiyona girer [21, 22]. İnsan monosit türevli makrofajların HOCl'ye maruz kalması, 
lökositlerin hücre dışı tuzaklar oluşturduğu yol olabilecek hücre içi Ca2+ konsantrasyonunu 
arttırır [23]. Benzer şekilde, hücre dışı tuzakların salınımı, nötrofiller Ca2+ iyonofor iyonomisin'e 
maruz kaldığında meydana gelir [23]. 

Histolojik olarak doku bütünlüğünün korunması ve nekrozun olmaması, düşük direkt elektrik 
sinyali uygulamasının sıçan doku ve organlarında herhangi bir hasara yol açmadığını 
göstermiştir. Hem S hem de SE gruplarının akciğer dokularında inflamasyon görülmesine 
rağmen, SE grubundaki inflamasyon S grubuna göre çok daha azdı. Böylece, sıçanlar deneysel 
olarak başarıyla enfekte edildi, ancak düşük doğrudan elektrik sinyalinin uygulanması, 
enfeksiyonun akciğer dokusunda yayılmasını önemli ölçüde azalttı. 
Çalışmamızda C grubuna göre S grubunda pH, sO2 ve WBC sayısı daha düşük, pCO2, 
RBC sayısı, HB, HCT %, kan viskozitesi ve kayma gerilimi seviyeleri daha yüksekti. 
Bizim sonucumuza benzer şekilde şiddetli sepsisli bireylerde kan pH'ı düşer [24, 25]. S 
grubunda pH ve kan gazı düzeylerindeki değişiklikler, sepsis ile solunum ve dolaşım sistemi 
yetmezliğine ve akut böbrek hasarına yol açabilecek çoklu organ yetmezliği ilişkisine bağlı 
olabilir [26, 27]. 

Kan viskozitesi, kanın kalınlığının bir ölçüsüdür ve kayma gerilimi ile kayma hızı arasındaki 
oran olarak tanımlanır. Akut faz proteinlerindeki artışa bağlı olarak akut inflamatuar hastalığı 
olan bireylerde artabilir [28]. HCT % ayrıca kan viskozitesini de değiştirebilir. Çalışmamızda, 
kontrollere kıyasla septik sıçanlarda gözlenen artmış kan viskozitesi, muhtemelen artan RBC 
sayısı, HB seviyesi ve HCT yüzdesine bağlıydı. Sepsisli hastalarda solunum (hipoventilasyon) 
ve dolaşım (hipoperfüzyon) yetersizlikleri doku hipoksisine neden 
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Tablo 1. Serum ALT, AST, kolesterol ve TP seviyeleri ve lipaz aktivitesi ile kan ve doku TAS, TOS, MDA ve GSH seviyeleri ve SOD aktivitesi. 
 

Serum Gruplar 
C E S SE 

AST (U/L) 53.14±2.73 53.17±4.84++ 79.14±28.13++ 58±9.03+ 
ALT (U/L) 93.29±5.4 92.42±3.8+++ 186.7±94.65++ 98±15.19++ 
TP (g/dl) 5.8±0.5 5.817±0.16+++ 4.786±0.49++ 5.314±0.65 
KOLESTEROL (mg/dl) 51±3.05 52.25±5.11 35.71±20.66 44.86±20.36 
LİPAZ (U/L) 62.14±37.72 58.25±12.56+++ 1419±1123+++ 60±37+++ 
TAS (mmol/L) 1.2±0.14 1.27±0.16+++ 0.88±0.09+++ 1.25±0.13+++ 
TOS (μmol/L) 4.41±0.62 3.75±0.34+++ 8.51±1.99+++ 4.5±0.71+++ 
SOD (ng/ml) 9.32±1.11 9.9±1.53+++ 4.94±0.73+++ 9.13±1.29+++ 
MDA (ng/ml) 142±37.81 119.9±28.06+++ 784.4±143.2+++ 200±53.01+++ 
GSH (μmol/L) 280.2±52.11 289.2±52.4+++ 72.54±18.67+++ 281.6±49.57+++ 
Akciğer  Gruplar 

C E S SE 
TAS (mmol/L) 1.21±0.09 1.26±0.09+++ 0.84±0.11+++ 1.25±0.06+++ 
TOS (μmol/L) 4.39±0.61 3.71±0.33+++ 8.53±1.92+++ 4.55±0.61+++ 
SOD (ng/ml) 10.36±1.59 11.68±1.03+++ 5.96±0.68+++ 9.93±0.92+++ 
MDA (ng/ml) 224.8±77.97 209.9±49.10+++ 1146±350+++ 372.6±67.84+++ 
GSH (μmol/L) 291.9±45.29 304.6±59.91+++ 98.67±16.71+++ 282.8±16.62+++ 

Karaciğer Gruplar 
C E S SE 

TAS (mmol/L) 1.27±0.09 1.3±0.09+++ 0.87±0.12+++ 1.29±0.06+++ 
TOS (μmol/L) 4.54±0.63 3.83±0.34+++ 8.82±1.99+++ 4.7±0.63+++ 
SOD (ng/ml) 10.66±0.85 12.28±1.34* +++ 5.98±0.69+++ 9.22±1.05+++ 
MDA (ng/ml) 229.4±56.67 220.1±47.63+++ 1215±115.1+++ 238.7±33.49+++ 
GSH (μmol/L) 310.3±69.59 341.6±69.66+++ 132.9±41.61+++ 308.9±24.62+++ 

 
Veriler ortalama ± SD olarak sunulur. 
+; p<0.05 
+++; p<0,001 C grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark. 
+++; p<0,001 S grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark (n = 7). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.t001 
 

olabilir [29]. Bu nedenle, hipoksi ile indüklenen eritropoietin üretimi, kontrollere kıyasla 
septik sıçanlarda artan RBC sayısı, HB değeri ve HCT yüzdesini açıklayabilir. WBC sayısı, 
C grubuna kıyasla S grubunda önemli ölçüde azaldı. Azalmış bir WBC sayısı, bağışıklık felci 
ile ilişkili olabilir. Şiddetli sepsisin önemli bir özelliğini temsil eder ve mortalite oranının 
artmasına neden olur [30]. Ancak S grubunda meydana gelen değişikliklerin hiçbiri SE 
grubunda gözlenmedi. Ayrıca düşük elektrik sinyali, C grubuna göre E grubunda lenfosit 
yüzdesini artırmış, granülosit yüzdesini ve RBC sayısını azaltmıştır. Deneyimiz, düşük bir 
elektrik sinyalinin lenfosit ve monosit yüzdeleri üzerindeki bu etkisini belgeleyen ilk 
deneydir. 

S grubunda C grubuna göre ALT ve AST serum seviyeleri ve lipaz aktivitesi daha yüksek, 
TP seviyesi daha düşüktü. Artan lipaz aktivitesi, pankreatit veya septik şokun bir göstergesidir 
[31], ve artmış ALT ve AST seviyeleri ve azalmış TP seviyeleri, karaciğer hasarının 
belirteçleridir [32]. Düşük elektrik sinyali uygulaması SE grubunda tüm bu değişikliklerin 
oluşmasını engellemiştir. 

Önceki çalışmalar, MDA gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS) dokularda aşırı üretimi, nötrofil 
birikimi ve sepsis sırasında proinflamatuar sitokin üretiminde artış nedeniyle [33, 34]  
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Tablo 2. Serum inflamasyon belirteçleri. 
 

İnflamasyon Belirteçleri Gruplar 
C E S SE 

G-CSF (pg/ml) 2,51±0,57 4,06±1.17** +++ 1,22±0.59+ 2,79±0.62++ 
M-CSF (pg/ml) 19,97±4.68 18,7±5.02+++ 6,62±1.96+++ 17,39±5.8++ 
GM-CSF (pg/ml) 7,49±2.97 8,07±2.79+++ 16,75±3.1+++ 9,43±2.5+++ 
GRO/KC (pg/ml) 2,47±1.17 2,8±1.17+++ 5,08±1.04+++ 3,17±0.84+ 
IFNγ (pg/ml) 24,23±9.61 26,11±9.05+++ 50,72±7.26+++ 29,07±5.84+++ 
MCP1 (pg/ml) 28,49±4.52 25,09±6.83+++ 83,13±14.78+++ 29,96±4.57+++ 
IL-1α (pg/ml) 19,15±4.52 18,88±6.76+++ 48,11±5.47+++ 28,75±7.54* +++ 
IL-1β (pg/ml) 15,96±2.84 14,78±5.51+++ 31,82±5.34+++ 15,54±5.07+++ 
IL-2 (pg/ml) 25,7±7.17 25,55±7.13+++ 56,83±7.73+++ 30,44±6.85+++ 
IL-4 (pg/ml) 5,8±0.65 5,3±1.42+++ 12,07±2.52+++ 6,04±1.93+++ 
IL-5 (pg/ml) 20,3±4.35 21,86±6.24 20,04±8.26 18,35±7.15 
IL-6 (pg/ml) 24,87±3.7 20,53±5.38+++ 63,73±6.57+++ 23,58±6.59+++ 
IL-7 (pg/ml) 6,97±1.41 6,88±0.94+++ 13,1±1.63+++ 8,5±1.81+++ 
IL-10 (pg/ml) 13,4±2.45 12,81±3.3+++ 30,7±3.95+++ 15,25±3.27+++ 
IL-12 p40 (pg/ml) 10,62±1.99 9,7±1.59++ 16,65±6.45+ 13,85±4.36 
IL-12 p70 (pg/ml) 15,71±2.64 14,47±2.7+++ 30,44±4.78+++ 17,56±3.31+++ 
IL-13 (pg/ml) 13,07±4.36 14,62±6.24 12,81±8.26 11,11±7.15 
IL-17A (pg/ml) 5,34±1.64 4,75±1.33+++ 12,74±2+++ 7,75±3.01+++ 
IL18 (pg/ml) 34,91±6.38 33,08±7.12+++ 70,83±7.49+++ 38,74±8.21+++ 
MIP-1α (pg/ml) 23,59±5.57 23,27±8.33+++ 63,86±6.22+++ 32,58±6.12+++ 
MIP-2 (pg/ml) 1,18±0.45 1,13±0.59+++ 2,52±0.41+++ 1,32±0.47+++ 
MIP-3α (pg/ml) 3,08±1.02 3,45±1.47 3,02±1.95 2,62±1.69 
RANTES (pg/ml) 10,8±1.45 10,3±3.21+++ 24,8±3.99+++ 13,87±2.68+++ 

 
Veriler, ortalama ± SD olarak sunulur. 
+ p<0.05 
+++; p<0,001 C grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark. 
+++; p<0,001 S grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı fark (n=7). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.t002 
 

 
akciğer ve böbrek zedelenmelerinin veya hasarlanmalarının meydana geldiğini ortaya 
koymuştur [35, 36] . ROS seviyeleri, vücudun GSH ve SOD gibi antioksidan savunma 
sistemleri tarafından nötralize edildiğinden dengede tutulur [37]. Bu denge ROS lehine 
bozulursa proteinler, lipidler ve nükleik asitler gibi moleküllerde yıkıcı reaksiyonlar 
meydana gelir. "Oksidatif stres" olarak adlandırılan bu durum, nihayetinde doku hasarına 
yol açar [38].S grubunda TOS ve MDA'nın kan ve doku düzeylerinin daha yüksek olması, TAS 
ve GSH düzeylerinin ve SOD aktivitesinin C grubuna göre daha düşük olması, osteoartrit ve 
pulmoner fibroz gibi diğer inflamatuar hastalıklarda gözlendiği gibi oksidanlar/antioksidanlar 
ve dolayısıyla oksidatif stres lehine oksidan dengesinin bozulduğunu gösterir [39, 40].  Ancak 
düşük elektrik sinyalinin uygulanması SE grubunda oksidatif stres oluşumunu önleyerek 
bir antioksidan etki göstermiştir. 

Sepsisli bireylerde birçok IL düzeyi yükselir [41–43]. Daha önceki çalışmalara paralel 
olarak bizim çalışmamızda da S grubunda IL-5 ve IL-13 dışında incelenen tüm IL'lerin 
seviyeleri C grubuna göre arttı. Düşük bir IL-5 seviyesi, akciğer ölümü ve doku hasarı ile 
ilişkilidir ve bu nedenle IL-5 tedavisi sepsis ile ilişkili ölüm oranını azaltabilir [44]. Önceki bir 
çalışmada, IL-13, inflamatuar tepkileri baskılayarak sepsis kaynaklı ölümcüllüğe karşı koruma 
sağlamıştır [45]. Çalışmamızda gösterildiği gibi, MIP-3α hariç incelenen tüm MIP'lerin 
seviyeleri, C grubuna kıyasla S grubunda arttı. Literatürde MIP-3α düzeyi hakkında sınırlı bilgi 
mevcuttur ve  
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Şekil 8.  Proinflamatuar sitokin IL-1β'nin nispi protein ekspresyonu. A Sağlıklı kontrol (C), elektrik akımı verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrik akımı 
verilmiş sepsis (SE) gruplarından A) karaciğer, B) kalp ve C) akciğer dokularının görüntüleri D) Çalışılan dokularda IL-1β ekspresyonunun temsili görüntüleri. 
Değerler, ortalama ± SD olarak sunulmuştur. Karşılaştırmalar C grubu ile S grubu (+; p<0.05 ve +++; p<0.001) ve S grubu ile SE grubu arasında yapıldı. (+; p<0.05 
ve ++; p <0.01). 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g008 

 
M diğer MIP ailelerinin sepsisteki rolleri tartışmalıdır [46, 47]. Sepsisli hastalarda miyeloid 
hücre fonksiyonlarını artırmak için S grubunda seviyeleri düşen G-CSF kullanımı 
önerilmektedir [48]. İlginç bir şekilde, GM-CSF düzeyinin S grubunda düşmesi 
beklenirken [49], bizim çalışmamızda kontrollere göre daha yüksekti. Bu değişiklik 
sepsisin erken veya geç evresi ile ilgili olabilir. Bizim çalışmamızda GRO/KC, MCP1 ve 
RANTES düzeyleri S grubunda C grubuna göre daha yüksekti. Bildiğimiz kadarıyla, 
sepsisli bireylerde GRO düzeyini değerlendiren hiçbir çalışma yoktur, ancak çeşitli 
kanserleri olan hastalar üzerinde birçok çalışma vardır [50, 51]. Farklı kanser türlerine sahip 
bireylerde GRO düzeylerinin arttığı bildirilmiştir. MCP1, güçlü bir kemoatraktan ve çeşitli 
inflamatuar hastalıklarda yer alan düzenleyici bir aracıdır [52]. RANTES de benzer bir etki 
gösterir [53]. 
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Şekil 9.  Proinflamatuar sitokin TNF-a'nın nispi protein ekspresyonu. Sağlıklı kontrol (C), elektrik akımı verilmiş sağlıklı (E), sepsis (S) ve elektrik akımı 
verilmiş sepsis (SE) gruplarından A) karaciğer, B) kalp ve C) akciğer dokularının görüntüleri. D) Çalışılan dokularda TNF-a ekspresyonunun temsili resimleri 
gösterilmektedir. Değerler, ortalama ± SD olarak sunulmuştur. Karşılaştırmalar C grubu ile S grubu arasında (+; p<0.05 ve ++; p<0.01) ve S grubu ile SE grubu 
arasında yapıldı. (+; p<0.05). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g009 
 

Bununla birlikte, elektrik sinyallerinin uygulanması, E grubunda IL-1α dışında inflamatuar 
belirteçlerin oluşumunu önleyerek bir anti-inflamatuar etki gösterir. IL-1α, aktive edilmiş 
makrofajlar ve nötrofiller, epitel hücreleri ve endotel hücreleri tarafından üretilir. İnterlökin-1 
reseptörüne bağlanarak bağışıklık cevaplarının düzenlenmesinde önemli roller oynar. [54]. SE 
grubunda C grubuna göre daha yüksek IL-1 seviyesi SE grubunda hafif bakteriyemi varlığından 
kaynaklanıyor olabilir. Çalışmamızda kırk dakikalık iki seansta düşük elektrik sinyali 
uygulanmıştır. Seans sayısı artırılarak bakteriyemi ortadan kaldırılabilir. Bu bulgu aynı 
zamanda SE grubunun akciğerlerinde minör inflamasyon varlığını da açıklamaktadır. 
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Şekil 10.  Proapoptotik protein Bax'in antiapoptotik protein Bcl-2'ye göreli ekspresyon oranı. A) Sağlıklı kontrol (C), elektrik akımı verilmiş sağlıklı (E), sepsis 
(S) ve elektrik akımı verilmiş sepsis (SE) gruplarından A) karaciğer, B) kalp ve C) akciğer dokularından elde edilen veriler. D) Çalışılan dokularda Bax ve Bcl-2 
ekspresyonunun temsili resimleri. Değerler, ortalama ± SD olarak sunulmuştur. Karşılaştırmalar C grubu ile S grubu arasında (+; p<0.05) ve S grubu ile SE grubu 
arasında yapıldı. (+; p<0.05 ve ++; p<0.01). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g010 
 
 

Sepsis ile TNF-α ve IL-1β gibi proinflamatuar sitokinlerin artan seviyeleri arasındaki ilişki, 
istilacı patojenleri ortadan kaldıran bir mekanizma olarak bilinir [55, 56]. Öte yandan, bu 
bağışıklık sistemi düzenleyicileri, dokuya aşırı zarar veren inflamasyonu teşvik ederek 
(uyararak) sepsis kaynaklı patofizyolojide rol alır [57 Bu çalışmada, sepsis patofizyolojisinde 
en çok çalışılan sitokinler olan hem TNF-α hem de IL-1β'nin yukarı regülasyonu, diğer 
araştırmacıların önceki raporlarıyla tutarlı olarak, S grubundaki sıçanların karaciğer, 
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kalp ve akciğer dokularında gösterilmiştir [58–60]. Proinflamatuar sitokinlerin üretimi, sepsisli 
hastalarda yüksek düzeyde ROS üretimi ile güçlü bir şekilde ilişkilidir [61, 62]. Ancak düşük 
elektrik sinyali, sepsis kaynaklı doku hasarını iyileştirerek bu sitokinlerin ve oksidatif stres 
parametrelerinin seviyelerini kontrol grubuna benzer seviyelere indirdi. Önceki bir 
elektroakupunktur çalışmasında, akciğer dokusundaki proinflamatuar sitokin seviyelerinde 
sepsis kaynaklı artış da elektrik stimülasyonu ile azaltılmıştır [63]. Buna ek olarak, 
araştırmacılar ayrıca sepsis sırasında elektriksel vagus siniri stimülasyonunun bir anti-
inflamatuar mekanizmayı aktive ederek TNF-α seviyesini azalttığını keşfettiler [64]. Ek olarak, 
yeni geliştirilen düşük doğrudan elektrik sinyali uygulama yöntemimiz, sepsis kaynaklı doku 
hasarını düzeltmek için bir anti-inflamatuar mekanizmanın geliştirilebilmesine yardımcı 
olabilir  

Sepsis sırasında, mitokondriyal apoptoz yolunun aktivasyonu nedeniyle hücresel ölüm 
oranı artar [65]. Bu çalışmada, karaciğer ve kalp dokularında apoptotik oranda da son 
çalışmalarla uyumlu olarak bir artış gözlemledik [59, 66]. Sepsisin patofizyolojik sürecinin 
uyarılması, hem bağışıklık hücrelerinin sayısındaki apoptoza bağlı bir azalmadan hem de 
apoptotik hücrelerin bağışıklık bastırıcı etkisinden kaynaklanabilir [65]. Önceki çalışmalara 
göre, apoptozun inhibisyonu, sepsis kaynaklı doku hasarına karşı koruma sağlamak için etkili 
bir strateji olabilir [67]. Ayrıca, düşük elektrik sinyalinin, sepsis sonrası hücre hayatta kalma 
şansını artırmak için apoptoz oranını da azalttığını gözlemledik. Xie ve ark. ayrıca apoptoza 
karşı telafi edici bir mekanizma olarak kaspaz-3 ve Bax'ın pulmoner ekspresyonu üzerinde 
elektriksel stimülasyonun olumlu bir etkisi olduğunu bildirmiştir [63]. 

Özetle, düşük bir direkt elektrik sinyali uygulaması, farelerin doku veya organlarına 
herhangi bir zarar vermeden şunları yapar: 

• moleküllerin elektrolizi yoluyla bakteri zarının bütünlüğünü bozan veya vücut sıvılarının 
elektrolizi nedeniyle HOCl oluşumuna neden olan antibakteriyel etki, 

• bozulmuş oksidan/antioksidan durumu dengeleyerek ve oksidatif stresi azaltarak 
antioksidan etki, 

• bakteriyemiyi azaltarak ve böylece inflamatuar belirteçlerin oluşumunu engelleyerek bir 
anti-inflamatuar etki, 

• sepsise bağlı hücre ölümünü azaltmak için proapoptotik (bax) ve antiapoptotik (bcl-2) 
proteinler arasındaki dengeyi antiapoptotik (bcl-2) proteinler lehine ayarlayarak 
antiapoptotik bir etki. 

Anti-bakteriyel, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri nedeniyle Dr. 
Biolyse, enfeksiyon hastalıklarına karşı mevcut tedavilere ek faydalar sunabilmektedir. 
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