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Ozet

Bakteri ve hicre kultirlerinde yapilan galigsmalara gére elektriksel uyarimin antimikrobiyal
etki gOsterdigi ileri siUrtlmektedir. Bu nedenle septik sicanlarda elektrifikasyonun,
inflamasyon Uzerindeki etkilerini arastirdik. Yirmi sekiz erkek Wistar albino sigan, saglikh
kontrol (K), elektrik uygulanmis saglikh (E), sepsis (S) ve elektrik uygulanmis sepsis (SE)
gruplari olmak tzere 4 gruba ayrildi. Sepsis modeli olusturmak i¢in siganlara 1 ml medyum
igindeki Staphylococcus aureus (1 x 10° koloni), periton igine enjekte edildi. E ve SE
gruplarindaki siganlar bakteriyel enfeksiyondan 1 saat ve 6 saat sonra 40 dakika boyunca
disik bir direkelektrik sinyaline (300 Hz ve 2.5 volt) maruz birakildi. ikinci elektrik sinyali
uygulamasindan hemen sonra kanlari ve kalp, akciger ve karaciger doku érnekleri alind..
Siganlarin kan drneklerinde dislk direk elektrik sinyalinin antibakteriyel etkisi gézlendi. SE
grubu ile S grubu karsilastinldigi zaman elektrik sinyallerinin dokularin histolojik
yapisindaki degisiklikler, kan pH'l, gazlar, viskozitesi ve hicre sayisi, bazi 6énemli
enzimlerin aktiviteleri, oksidatif stres parametreleri, inflamasyon ve doku apoptozunu
iyilestirdigi g6zlendi. Dusuk direkt elektrik sinyali uygulamasi, herhangi bir doku hasari
olusturmadan viicut sivilarinda elektroliz indiiksiyonu yaparak septis olusturulmus siganlar
Uzerinde antibakteriyel, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkiler gosterirdi.

Giri
1nﬂama§syon, zararli uyaranlara kars1 koruma saglayan ve birgok orgam etkileyen ve uygun sekilde
kontrol edilmedigi takdirde hastaligin ilerlemesinde rol oynayan karmasik bir biyolojik siiregtir.
Akut inflamatuar yanit, konak savunmasinda kritik dneme sahiptir, ancak tedavi edilmezse birgok
hastalikla bagl kronik inflamasyona yol agabilir. Viicutta yaygin bir iltihaplanma sekli olan sepsis
de bu kosullardan biridir. Sepsis, bagisiklik sisteminin yaralanmaya veya bakteriyel enfeksiyona
kars1 verdigi olagandisi bir tepki olarak tanimlanir.
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Sepsisin erken evresinde, makrofajlarin yiizeyindeki Toll-benzeri reseptorler gibi
reseptorler, patojenle ilgili molekiilleri tanir; daha sonra sistemik inflamasyonu indiiklemek
icin makrofajlardan tiimoér nekroz faktorii (TNF), interlokin-1p (IL-1P) ve IL6 gibi
proinflamatuar sitokinler, salgilanir. Bu proinflamatuar sitokinlere ek olarak, sepsisin diger
biyobelirte¢lerinden olna C-reaktif protein (CRP) ve prokalsitonin (PCT) diizeyleride artar (ya
da yukar regiile edilir). Sepsisin ilerlemesi sirasinda siddetli sepsis adi verilen yaygin organ
disfonksiyonu (akciger, karaciger, bobrek ve beyin) baslar. Son olarak, kardiyovaskiiler
bozukluklar nedeniyle septik sok meydana gelir [1]. Bunun yaninda oksidatif stres,
proinflamatuar sitokin salgilanmasini uyaran faktorlerden biri oldugu igin sepsise bagl organ
disfonksiyonu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretimini siddetlendirir [2]. Bu nedenle,
inflamatuar yanitin ilerleyici organ fonksiyonu kaybina katkida bulundugu hastaliklar i¢in yeni
terapdtik yaklasimlara acilen ihtiya¢ duyulmaktadir [3].

Son yillarda yan etkilerin daha az olmasi nedeniyle hastaliklarin ilagsiz tedavisi tercih
edilmeye baslandi. Ornegin, elektriksel veya manyetik stimiilasyon gibi degisen parametrelere
sahip fiziksel miidahaleler, akut veya kronik sinir yaralanmalar i¢in olumlu sonuglar verir.
Elektriksel veya manyetik stimiilasyonun biyolojik temeli esas olarak protein sentezindeki, iyon
kanal1 diizenlemesindeki ve biiyiime faktorii salgilanmasindaki degisikliklere dayanir [4]. Bu
ozelliklerden dolayi elektrik akimu tipta ayrica agn kesici (TENS), inflamasyonu azaltma ve yara
iyilesmesi i¢in de kullanilir [5].

Elektrifikasyon, bagisiklik sistemimizi bozarak sagligimizi bozan patojenleri, viriisleri,
bakterileri, parazitleri, mikroplar1 ve mantarlar1 yok etme potansiyeline sahip bir tekniktir [6,
7]. Daha 6nce, elektrifikasyonun su, siit ve bakteri ve hiicre kiiltiirleri {izerindeki antimikrobiyal
etkileri in vitro olarak gosterilmistir [8, 9]. Ek olarak, edinilmis immiin yetmezlik sendromu
(AIDS) viriislerinin ¢ogu, in vitro olarak ¢ok diisiik bir elektrik akimina maruz kaldiktan sonra
bulasici 6zelliklerini kaybeder [10]. Kan ardi ardina elektrik akimina maruz kaldigi zaman, kan
hiicrelerine zarar vermeden AIDS ve hepatit viriisleri neredeyse saptanamaz hale gelir. Daha
sonra, elektrotlar kan damarn yollarina yerlestirilerek ve ¢ok diisiik bir elektrik akimina maruz
birakilrak insanlarda da ayni etki elde edilmistir [11]. Béyle bir protokol gelistirilmis olmasina
ragmen, ilging bir sekilde, elektrik stimiilasyonu iizerinde bugiine kadar yara iyilesmesi disinda
hicbir in vivo galisma yapilmamistir. Bu yara iyilestirme ¢alismalarinda, insanlarda elektrik
stimiilasyonunun ardindan enfekte yaralarda bakteriyel inhibisyon tespit edilmistir. [12—14].
Elektrik stimiilasyonu, enfekte yaralar {izerinde antibakteriyel etkisini dogrudan veya dolayl
olarak yapsada, kesin mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamistir. Dogrudan etki, elektrik
akiminin bakteri zarimin biitiinliiglinii bozmas1 veya elektrik uyarisinin antibakteriyel
etkilerinin en olas1 nedeni olan bakteri hiicre yiizeyi iizerindeki molekiillerin elektrolizini
indiiklemesi nedeniyle ortaya c¢ikabilir [15, 16]. Sicaklik ve pH degisiklikleri de elektrik
stimiilasyonunun dolayli etkileri olabilir [17, 18]. Bununla birlikte, bu degisiklikler elektriksel
stimiilasyonun antibakteriyel etkilerinin birincil nedeni olmayabilir [14]. Bu yiizden, mevcut
calisma, sican bakteriyel sepsis modelinde diisiik dogrudan elektrik sinyalinin inflamatuvar
yanit, kan bakteri sayisi, pH, gazlar, viskozite, hiicre sayisi, bazi biyokimyasal parametreler,
oksidatif stres ve doku hasar1 {izerindeki in vivo etkilerini arastirmak i¢in tasarlanmistir.

Gereg ve Yontemler

Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi
Analizlerde ticari olarak temin edilen Staphylococcus aureus standart susu (ATCC-10390)
kullanildi. -20°C’de liyofilize olarak saklanan suslardan, enjeksiyonlardan dnce pasajlar alinarak
uygun siirelerde inkiibasyon gergeklestirildi. Standart suglarda, herhangi bir kontaminasyon veya
yapisal bir degisikligin meydana gelmediginden emin olunmasi amaciyla, VITEK 2 Compact 30
otomatik mikro tanimlama sistemi ve VITEK MS kiitle
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spektrofotometresi (bioMérieux, Lyon, France) kullanilarak, belli zaman araliklari ile tammlama
(identifikasyon) yapildi. Tamimlama sonucunda suslarin %99,9 oraninda benzerlik gosterdigi
saptandi. Ayrica, standart susun mutasyona ugramamasl ve patojenitesini kaybetmemesi
amactyla her zaman yalnizca ilk pasajlardan elde edilen bakteriler kullanildi. Standart
Staphylococcus aureus suglarinin deney esnasinda, tiremelerinin logaritmik fazinda olmasina
gayret edildi. Bu nedenle suslarin pasaji, enjeksiyondan 18-24 saat once alindi ve bu siire
boyunca 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda DensiCHEK plus (bioMérieux,
Lyon, France) cihazi kullanilarak, uygun yogunlukta bakteri siispansiyonu McFarland bulaniklik
sistemine gore hazirlandi (1x10° KOB KOB/ml). Siispansiyonlarin hazirlanmasinda steril
ACILA®LAL Reagent Water (LRW, Opelstrassee 14, Morfelden-Walldorf, Germany)
kullanildi. Hazirlanan siispansiyonlar steril kosullar alinda 1 ml’lik enjektdrlere gekilerek
uygulamaya hazir hale getirildi. Deney sonunda, sepsis modelimizin giivenilirliliginin
belirlenmesi amaciyla kan drneklerinde kiiltiir metodu kullanilarak mikrobiyolojik incelemeler
yapildi.

Kiiltiire Edilebilir Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra toplanan kan 6rnekleri (100 ul), 10 ml'lik ticari TSB
tiiplerinde (BD, BBL Trypticase Soy Broth, Franklin Lakes, New Jersey, ABD) 3 saat 6n
zenginlestirilmeye birakildi. 3 saatin sonunda 100 pl soliisyon ii¢ farkli Mannitol Salt Agar
plakasinin (Merck-Millipore, Darmstadt, Almanya) yiizeyinin merkezine yayma plaka yontemi
kullanilarak pipetlendi. Plakalar 37°C'de 72 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
plakalarda koloni olusturan birimler sayildi ve ortalama sonuglar istatistiksel analiz igin
kullanilda.

Elektrik akimini uygulamak icin kullanilan cihaz

Yeni gelistirilen bu diisiik elektrik sinyali uygulama cihazi (Dr. Biolyse), viicut sivilarindaki
kimyasallar1 ayristirmak igin kullanilabilen bir elektron hizlandiricidir (Tiirk Patent Enstitiisti
patent basvuru numaralart: 2021/006002, 2020/08818, 2020/14753 ve 2020/14781). Cihazin
prensibi, elektrik sinyalinin sagladig1 enerji ile molekiillerin pargalanmasi ve ortama verilen
elektronlardan yeni molekiillerin olugsmasidir. Viicut sivilarinda, molekiiler baglart birbirine
yakin olan ve uyarilma sonucu kolayca ayrilip birlesebilen 3 tip bilesik tespit edilmistir: su
(H20), sodyum klorid (NaCl) ve potasyum kloriir (KCI). Bu yiizden, bu deneyden 6nce, viicut
stvilarinda bu bilesiklerin gerekli bozunmasi ve yukarida bahsedilen kimyasallardan yeni
bilesiklerin olusumunun, viicut 1sisin1 artirmadan diisiik dogrudan elektrik sinyaline maruz
kalma (elektroliz) ile indiiklenen enerji ve elektron transferi ile saglayabilecegi varsayilmisti.
Bu hipotezi, in vitro olarak izotonik tuzlu su ¢ozeltisine diisiik dogrudan elektrik sinyali
uygulayarak test ettik ve bdylece elektronun ydriingeden kopacagi hiza gore ortalama doniis
hizin1 rezonansa sokarak ayrilmayi kolaylastirmak i¢in kovalent baglarda yaygin olarak
kullanilan elektronlarin yoriinge hizim arttirdi. Bu yontem kullanilarak elektronun ayrismadan
sonraki yaklasik hizi olan 300.000 km/sn hiza ulagmasi igin 300 Hz frekansinda diisiik bir
dogrudan elektrik sinyali uygulanarak yiiksek verimli ayirma saglanmigtir. Boylece H20
hidrojen (H) ve hidroksil (OH) iyonlarina, NaCl sodyum (Na) ve kloriir (Cl) iyonlarina ayrist1.
Reaksiyon devam ederken ortamda sodyum hidroksit (NaOH), H ve Cl olustu. NaOH olusumu
belli bir seviyeye ulastiktan hemen sonra hipokloréz asit (HOCI, zayif asit) olusumu meydana
geldi.
Bu sonuglara gore sistem belirli periyotlarda hizli bir sekilde dengelenmistir. Dengeleme
reaksiyonu, NaOH + HOC] =— NaCl+ H,O + O idi.

Bu c¢alismada, elektrik sinyaline maruz kalan sigan viicutlarmin {irettigi direnci 6lgmek igin
akcigere ve sirta, karm ve sirta iki ¢ift karbon elektrot yerlestirildi.
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Sicanlarin viicut direnci standart bir direkt elektrik sinyali uygulanarak 6lgiildiigiinde 135.000—
150.000 Ohm arasinda degisiyordu. Bu direkt elektrik sinyalinin siirekli uygulanmasi hiicreler
iizerinde olusturacagi yiikk nedeniyle zamanla doku hasarina neden olacakti. Ancak dogrudan
elektrik sinyali Ozelligine sahip kare dalga frekansina sahip olan Dr. Biolyse cihazi ile
olgiildiiglinde 300 Hz frekansinda viicut direnci 2.700-3.300 Ohm araligindaydi. 300 Hz'lik bu
frekans, H20, NaCl ve KCl iizerinde en verimli rezonansi saglayarak molekiiler ayrisma en hizli
seviyede gerceklestigi i¢in 6n in vitro deneyimize gore segilmistir. Bu frekans ayan ile elektrik
sinyalinin dokularla temasi en aza indirilmis ve viicut sivilarina uygulanan akim arttirtlmistir.
Bu nedenle elektrik sinyali viicut dokulari iizerinden ¢ok az direngle hedef sivi ortamina
ulagmustir. Cihaz kendini yazilimla sinirlar (Sekil 1).

3] S0

‘--‘. Qﬂ_d:{),/' - -

Sekil 1. Dr. Biolyse. Siganlar, yeni gelistirilen Dr. Biolyse cihazi kullanilarak diisiik bir elektrik sinyaline maruz birakildi.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g001
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Hayvanlar ve sepsis indiiksiyonu

Power analizi sonucunda (ortalama 10 birim fark ve %80 gii¢ ve %95 giiven seviyesinde 5
birim standart sapma), her grup i¢in en az 7 siganin gerekli oldugu tespit edildi. Bu nedenle,
bu calismada 250-300 gram agirligindaki 28 erkek Wistar albino sigan1 kullanildi. Siganlar,
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi'nden temin edildi ve standart
sicaklik (25 + 1°C), nem (%50 - 60) ve karanlik-aydinlik kosullarinda (12 saat aydinlik/12
saat karanlik dongiisii) barindirildt ve ad libitum ile beslendi.

Bu ¢aligma, Ulusal Saglik Enstitiileri Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanim
Kilavuzundaki tavsiyelere siki sikiya bagli kalinarak gergeklestirilmistir. Calisma protokolii
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih:
28.09.2020, No: 2020/145). Tiim ameliyatlar ketamin ve ksilazin anestezisi altinda yapildi ve
acty1 en aza indirmek i¢in her tiirlii gaba gosterildi.

Sicanlar 4 gruba ayrildi: saglikli kontrol (C), elektrik uygulanmis saglikli (E), sepsis (S) ve
elektrik uygulanmis sepsis (SE) grubu. Deneyden 6nce, elektrot yerlestirmek i¢in sicanlarin
karin ve sirt bolgeleri elektrikli ustura ile tiras edildi. S ve SE gruplarinda sepsisi indiiklemek
icin hayvanlara 1 ml LRW icinde Staphylococcus aureus (1x 10° CFU) (i.p.) uygulandi. C ve
E gruplarina Staphylococcus aureus araci yerine 1 ml LRW enjekte edildi. [19]. Sepsis
olusumu, bakteri veya LRW enjeksiyonlarindan | saat sonra izofluran ile anestezi uygulanan
siganlarin jugular venlerinden alinan 100 pl kanin bakteri kiiltiirii ile dogrulandi. (Sekil 2).

Viicut stvilariin elektrolizi igin elektrik sinyali viicuttan gegecek sekilde diigiik direkt
elektrik sinyali (300 Hz ve 2,5 volt) uygulamak i¢in sicanlarin gdgiis ve karin bolgelerine
pozitif elektrotlar, gdgiis ve karin arka taraflarina negatif elektrotlar yerlestirildi. Elektrotlar,
siganlarin sirtina ve karnina, viicudu tamamen saran bir flaster ile sabitlendi (Sekil 1). E ve SE
gruplarindaki siganlara bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra 40 dakika siireyle elektrik
sinyali uygulandi. Elektrotlar, C ve S gruplarindaki siganlarin ayni bolgelerine herhangi bir
elektrik sinyali uygulanmadan 40 dakika siireyle yerlestirildi. Bu siirenin sonunda sigcanlara
ketamin-ksilazin (K, 100 mg/kg; X, 10 mg/kg, intraperitoneal) ile anestezi uygulandi ve
hayvanlar derin uykudayken kardiyak kan 6rnekleri alindi. Daha sonra siganlar hala anestezi
altindayken giyotin ile dekapite edildi ve ileri calismalar i¢in doku 6rnekleri alindi.

Histopatolojik inceleme

Alinan dokular, 151k mikroskobu i¢in %10 tamponlu formaldehit ile fikse edildi. Tamponlu
formaldehit i¢inde saklanan numuneler, sabit vakumlu bir doku takip cihazinda (Leica TP
1020, Almanya) takip edildi. Dokular parafine gémiildii. Ug-bes mikrometre kalmliginda
kesitler alindive ardindan histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen-eozin ile boyandi. Her
kesit, X10, X20 ve X40’lik objektiflerkullanilarak c¢ift korlii olacak sekilde iki histolog
tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi. Goriintiiler Nikon marka dijital kamera (Eclipse
920248, ABD) kullanilarak ¢ekildi.

Tam kan ol¢iimleri

Tam kan hiicresi sayimi, bir hematoloji analizorii (Abacus junior vet, Budapeste, Macaristan)
kullanilarak 6l¢iildii. Kan gazlar1 ve pH, bir kan gazi analizorii (ABL90 FLEX, Bronshoj,
Danimarka) kullanilarak ol¢iildii. Tam kan viskozitesi ve kayma gerilimi, bir Wells-
Brookfield koni plakali viskozimetre (DV3TLVCJ0, ABD) kullanilarak 1.500 s-1 kesme
hizinda 6l¢iildi. Tim viskozite dlgiimleri 37°C'de yapildi.
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Sekil 2. Deneyler sirasinda élgiilen bakteri sayisi. Saglikli kontrol (C), elektrik verilmis saglikl (E), sepsis (S)
ve elektriklenmis sepsis (SE) gruplarinin (n = 7) bakteri sayilart. ***; p<0,001 S grubuna gore istatistiksel olarak
onemli fark.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g002

Biyokimyasal analiz

Numunelerin islenmesi: Kan 6rnekleri, serum siipernatantini elde etmek i¢in 3.000 x g'de
10 dakika santrifiijlendi. Serum ve doku 6rnekleri deney giiniine kadar -80°C'de saklandi.
Doku ornekleri, homojenizatoér (Fast prep-24, MP Biomedical, ABD) kullanilarak PBS
(fosfat tamponlu salin, pH: 7.4) i¢inde homojenize edildi.

Analiz: Serum Orneklerinde kolesterol, aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), lipaz ve total protein (TP) diizeyleri yar1 otomatik biyokimyasal
analizor (IDEXX Vettest, IDEXX Laboratories, Inc., ABD) ile dl¢iildi. ALT, AST, lipaz,
kolesterol ve TP kitleri i¢in saptama araliklari sirastyla 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

Siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH)
diizeylerinin 6l¢iimesi: SOD, MDA ve GSH seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen ELISA
bazl kitler ile 6l¢iildii (SOD i¢in, Elabscience Co., ABD; MDA igin, Mybiosource Co., ABD;
GSH Elabscience Co., ABD igin).
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Kisaca, standartlar ve numuneler bir monoklonal antikorla kaplanmis mikro plakalara
pipetlendi ve inkiibe edildi. Biitiin kuyucuklara biotin eklendi ve baglanmayi indiiklemek i¢in
streptavidin-HRP pipetlendi. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis reaktifleri ¢cikarmak igin 4
yikama yapildi. A ve B kromojen soliisyonlar1 eklendikten sonra stop soliisyonu eklendi ve
ortaya ¢ikan optik yogunluk bir plak okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan™ LUX ¢ok
modlu mikroplaka okuyucu, ABD) kullanilarak 450 nm'de 6lgiildii. Kitlerin saptama aralig1
SOD igin 0.16-10 ng/ml, MDA i¢in 0-1000 ng/ml ve GSH i¢in 2-400 umol/l arasindaydi.

Total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) dl¢iimleri: Kan ve doku
numunelerindeki TAS seviyeleri, bir spektrofotometrik yontemle (Thermo Scientific,
Varioskan™ LUX multimode mikroplaka okuyucu, ABD) ticari bir kit (Rel Assay
Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii. Kisaca, 6rneklerdeki antioksidanlar, koyu mavi
yesil 2,20-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) radikalini
ABTS'nin renksiz indirgenmis formuna indirgemistir. 660 nm'de absorbanstaki degisiklik
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Toplam antioksidan aktiviteleri 6rneklerin
mmol Trolox esdegeri/L olarak rapor edildi.

Numunelerdeki TOS seviyeleri, ticari bir kit (Assay Rel Diagnostics, Tiirkiye) ve
spektrofotometre (Thermo Scientific, Varioskan™ LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu,
ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Kisaca, numunelerde bulunan oksidanlar, demir iyonlari selator
kompleksini demir iyonlarina oksitledi. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan arttirict molekiiller tarafindan uzatilirken, ferrik iyon, asidik bir ortamda
kromojen ile bir renk kompleksi olugturmustur. Olusan rengin yogunlugu, numunelerde
bulunan toplam oksidan molekiil miktar ile ilgilidir. Sonuglar pm H202 esdegeri/L olarak
rapor edilir.

Multipleks ELISA kullanarak inflamasyon parametrelerinin 6l¢iimii

Serum numunelerindeki inflamasyon parametreleri, ticari olarak elde edilen bir inflamasyon
paneli (Bio—Rad, Bioplex Sican sitokin pleks testi, ABD) ile dl¢iildii. Panelde 30 parametre
mevcut idi. Test, tireticinin tavsiyelerine gore kuruldu. Kisaca, numuneler 96 kuyucuklu bir
plaka icinde antikora bagli manyetik g¢ubuklarla kanstirildi ve gece boyunca 4°C'de
calkalanarak inkiibe edildi. Soguk ve oda sicakliginda inkiibasyon adimlari, 500-600 x rpm'de
bir orbital g¢alkalayici lizerinde gergeklestirildi. Mikroplaka, yikama tamponu ile iki kez
yikandi. Biyotinlenmis saptama antikoru ile oda sicakliginda 1 saatlik bir inkiibasyondan sonra
streptavidin eklendi. Plaka yikandi ve numune basina 50 ¢ubuk alt limiti ile PBS eklendi.
Okuma, bir Bio-Plex 200 cihazinda (Bio—Rad, ABD) yapildi.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS—-PAGE) ve
Western blot analizi

Dokular ¢6zdiiriildiikten sonra (yaklasik 100 mg) parcalara ayrildi ve proteaz inhibitdr kokteyli
iceren 500 ul soguk RIPA tamponunda (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, ABD)
homojenizator kullanilarak 30/s hizinda 10 dakika homojenize edildi. Homojenattaki kalint
ve ¢ekirdekleri uzaklastirmak igin, 4°C'de 15 dakika 700 x g'de santrifiijlendi, siipernatantlar
1.5 mI’lik tiiplerde toplandi. Numuneler sonraki deneylere kadar -80°C'de saklandi.

Dokularin siipernatanlart denatiire edildi ve %12 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeli
iizerinde ayrildi. Proteinler (20 pg) bir polivinil difloriir membrana (Bio—Rad, Hercules, CA,
ABD) aktarildi. Membran, %0,1 Tween 20 (TBST) igeren Tris (hidroksimetil) aminometan
(Tris)-tamponlu salin iginde %5 yagsiz siit tozu (Bio— Rad, Hercules, CA, ABD) ile 1 saat
siireyle bloke edildi. Membranlar daha sonra primer antikorlarla (IL-13, TNF-a, Bax, Bcl-2,
tubulin ve B-aktin (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, ABD)) 4°C'de gece boyunca
immiinoblot edildi.
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Membranlar, TBST ¢ozeltisi ile ii¢ yikamadan sonra, oda sicakliginda 1 saat boyunca yaban
turpu peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder antikorlar1 (kegi anti-tavsan immiinoglobulin G
(IgG) HRP ve kegi anti-fare I[gG HRP (Hiicre Sinyali, Danvers, Massachusetts, ABD)) ile
inkiibe edildi. Western blotlar, ECL reaktifleri (Elabscience, Houston, Texas, ABD) ile
muamele edildi ve goriintiiler Fusion FX7 sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) ile elde edildi. Bant
yogunlugu, ImageJ yazilimi (Ulusal Saglik Enstitiileri, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak
olciildi.

istatistiksel Analiz

Grup ortalamalar + standart sapmalar (SD) tiim degerlerden hesaplandi. Verilerin normalligini
test etmek i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler tek yonli ANOVA
ile, normal dagilim gdstermeyen veriler Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Gruplar arasindaki
post hoc karsilastirmalar, GraphPad Prism yazilimi (GraphPad Prism siiriim 6 Yazilim Programi
San Diego, CA) kullanilarak Bonferroni ve Dunn testleri ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel
olarak dnemli kabul edildi.

Sonuglar
Kandaki kiiltiirlenebilir bakteri sayisi

LRW veya Staphylococcus aureus enjeksiyonundan bir saat sonra, elektrik sinyali
uygulamasindan hemen dnce, C ve E gruplarmin kaninda bakteri {iremesi gézlenmezken, S
ve SE gruplarinin kaninda yogun bakteri iiremesi tespit edildi ve bu iki grupta bakteriyemiyi
gosterdi. Bakteri enjeksiyonundan 1 ve 6 saat sonra yapilan 40 dakikalik elektrik sinyali
uygulamasi SE grubunda bakteriyemiyi S grubuna gére 6nemli dlgiide azaltt1 (P<0.001) (Sekil
2). SE grubunda halen hafif bakteriyemi izlendi.

Doku histolojisi

Gruplara ait histolojik sonuglar Sekil 3'te gosterilmistir. S grubunun miyokardinda
inflamasyon go6zlenirken SE grubunun miyokardinda inflamasyon gozlenmedi. S grubu
disindaki tiim gruplar normal histolojik yapilara sahipti. S grubunda miyokardiyal lif
demetleri gevsek bir sekilde diizenlenmisti ve bazi miyokardiyal lifler nekrotikti.

Akciger kesitleri incelendiginde ne C ne de E gruplarimin pulmoner histolojik degisiklik
gostermedigi ortaya ¢ikti. S grubunda inflamatuar hiicre infiltrasyonu goézlendi. SE grubunda
da inflamasyon saptandi ancak S grubuna gore ¢ok daha azdi. Ayrica, SE grubunda konjesyon
diger tiim gruplara gore daha fazlaydi.

Karaciger dokularinda ise higbir grupta inflamatuar hiicre infiltrasyonunda artis
gozlenmedi. S grubu disindaki tiim gruplar normal histolojik yapiya sahipti. Ancak
siniizoidler fiksasyon nedeniyle tiim gruplarda biraz daha genisti. S grubu dokularinda
nekroz alanlar1 gézlendi.

Kan parametrelerindeki degisiklikler

C grubu ile karsilastirildiginda, pH, oksijen satiirasyonu (sOz2) ve beyaz kan hiicresi (WBC)
sayisi, S grubunda 6nemli 6l¢iide daha diisiiktii (p<0.05—p<0.001) ve parsiyel karbondioksit,
kirmizi kan hiicresi (RBC) sayis1, hemoglobin (HB) diizeyi, hematokrit yiizdesi (% HCT), kan
viskozitesi ve kayma gerilim diizeyleri 6nemli dlglide daha yiiksekti (p<0.05—p<0.001).
Ancak S grubunda meydana gelen degisikliklerin higbiri SE grubunda gozlenmedi (Sekil 4-7).
Trombosit (PLT) sayilar1, monosit yiizdesi veya pOz'de gruplar arasinda anlamli fark (p>0.05)
gozlenmedi. Ek olarak, lenfosit yiizdesi 6nemli 6l¢iide artti.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177 9 Eylil 2021 8/23




PLOS ONE Sepsisin elektriksel sinyal tedavisi

Sekil 3. Dr. Biolyse tedavisi sonrasi elde edilen histolojik sonuglar. X400 biiyiitmede saglikli kontrol (C), elektrik verilmis saglhkl (E), sepsis (S) ve elektrikli sepsis
(SE) gruplarindan kesitlerde hematoksilen & eozin boyama gortintiileri. Ekler, S ve SE gruplarinin akciger dokularini diisiik biiylitmede gosterir. Burada inflamasyon S
grubunda SE grubuna goére daha fazlaydi (HE X10). S grubuna ait karaciger kesitresimlerinde bulunan i¢ kisimlardaki yildizlar nekrotik karaciger dokusunu
gostermektedir (HE X10).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g003

(p<0.05), ve graniilosit yiizdesi ve RBC sayisi, C grubuna kiyasla E grubunda 6nemli
Olciide azald1 (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05).

Biyokimyasal kan ol¢iimleri

C grubu ile karsilagtirildiginda, S grubunda ALT ve AST serum diizeyleri ile lipaz aktivitesi
onemli dlgiide yiiksek iken (sirastyla, p<0.01, p<0.01 ve p<0.001), TP diizeyi 6nemli 6lgiide
diisiiktii (p<0.01). Ancak S grubunda meydana gelen degisikliklerin higbiri SE grubunda
gozlenmedi. (Tablo 1).

Oksidatif stres analizi

C grubu ile karsilagtirildiginda, S grubunda TOS ve MDA'nin kan ve doku diizeyleri 6nemli
olciide yiiksekken (p<0,001), TAS ve GSH diizeyleri ve SOD aktivitesi ise 6nemli lgiide
daha diisiiktii (p<0,001). Ancak S grubunda meydana gelen degisikliklerin hi¢biri SE
grubunda gozlenmedi. (Tablo 1).

Kandaki sitokin diizeylerinin analizi

Serum inflamasyon belirtegleri Tablo 2’de gosterilmektedir. IL-5, IL-13 ve MIP-3a harig
incelenen tiim interlokinlerin (IL'ler) ve makrofaj inflamatuar proteinlerinin (MIP'ler) seviyeleri,
C grubuna kiyasla S grubunda 6nemli dl¢iide artt1 (p<0,05 —p<0,001).
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Sekil4. Dr. Biolyse tedavisinden sonra ol¢iilen kan parametreleri. Saglikli kontrol (C) kan pH ve gazlar1 saglikli (E), sepsis (S) ve elektrik akimi
verilmissepsis (SE) gruplarina (n = 7) elektrik akimi verildi. pH (A), pO2 (B), pCO2 (C) ve sOz (D), ortalama + SD * olarak sunulur; p<0.05"; p<0,001 C

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark. +++; p<0,001 S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.g004

Ek olarak, graniilosit koloni stimiile edici faktdr (G-CSF) ve makrofaj koloni stimiile edici
faktor (M-CSF) seviyeleri, C grubuna gore S grubunda 6nemli 6l¢iide daha diisiiktii (sirasiyla
p<0.05 ve p<0.001) ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), biiylimeyi
diizenleyen onkogenler (GRO) / keratinosit kemoatraktan (KC), interferon gama (IFNy),
monosit kemoatraktan protein 1 (MCP1) ve kemokin ligand (CCL5 veya RANTES) seviyeleri
onemli Ol¢iide daha yiiksekti. Ancak IL-1a disinda S grubunda degisen tiim bu parametreler
SE grubunda degismedi. SE grubunda C grubuna gore seviye hala daha yiiksekti (p<0.05).

Western blot

Sicanlarin karaciger, kalp ve akciger dokularindaki inflamatuar sitokinler IL-1B ve TNF-a
seviyelerindeki degisiklikler Sekil 8 ve 9'da gosterilmektedir. Incelenen tiim dokularda, bu
sitokinlerin ekspresyonu, C grubuna kiyasla S grubunda yukan regiile edildi (p <0.05 —
p<0.001). Elektriksel sinyal tedavisi, SE grubunda hem IL-1B hem de TNF-a diizeylerini S
grubuna gore 6nemli Olgiide azaltti (p<0.05 —p<0.01). Ek olarak, saglikli siganlarin elektrik
sinyali tedavisi, karaciger, kalp veya akciger dokularinda bu inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunda herhangi bir degisiklige neden olmadi.
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Sekil 5. Beyaz kan hiicresi sayimi. Saglikl kontrol (K) elektrik verilmis saglikli (E), sepsis (S) ve elektriklenmis sepsis (SE) gruplarmm (n = 7)
kan l6kosit sayilari. WBC (A), beyaz kan hiicreleri; %LY (B), lenfosit %; MONO% (C), monosit %; % GR (D), % graniilosit. Veriler, ortalama +
SD olarak sunulur. +; p<0.05, ++; C grubuna gére p<0.01 istatistiksel olarak anlamlii fark. *; p<0.05, ™*; S grubuna gére p<0.01 istatistiksel olarak
anlaml fark.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g005

Sepsis siirecinde artan proinflamatuar sitokin seviyeleri ile apoptoz arasindaki iligki
nedeniyle, Bax'in (Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir iiyesi) Bcl-2 (Bcl-2 ailesinin antiapoptotik
bir iiyesi) ekspresyonuna orani apoptoz orani i¢in bir belirte¢ olarak analiz edildi (Sekil 10).
Karaciger ve kalp dokularinda Bax/Bcl-2 orani S grubunda C grubuna gore anlamli olarak daha
yiksekti (p<0.05), bu da apoptozda bir artisa isaret etmektedir. Ancak S grubunda akciger
dokularindaki Bax/Bcl-2 oranlart C grubu ile kiyaslandiginda degisiklik gdzlenmedi. Elektrik
sinyali tedavisi, SE grubunun karaciger, kalp ve akciger dokusunda apoptoz oranimi S grubuna
gore Onemli Olg¢lide azaltti (p<0.05 —p<0.01). Ayrica saglikli sicanlarin elektriksel sinyal
tedavisi, incelenen dokularda C grubuna gore apoptozda herhangi bir degisiklik olusturmadi.
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Sekil 6. Kan hemogram parametreleri. Saglikli kontrol (K), elektrik verilmis saglikli (E), sepsis (S) ve elektrifiye sepsis (SE) gruplarinda
(n=7) kan eritrosit ve trombosit sayilar1 ile hemoglobin ve hematokrit diizeyleri. RBC (A), kirmiz1 kan hiicresi; HB (B), hemoglobin; HCT
(C), hematokrit; ve PLT (D), trombosit. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur. *; p<0.05, ©; p<0,001 C grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli. ; p<0.05, ; p<0.01, **; S grubuna kiyasla p<0,001 istatistiksel olarak anlamli.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g006

Tartisma

Diisiik bir direk elektrik sinyalinin, deneysel olarak sepsis modeli olusturulan siganlar
iizerindeki antibakteriyel etkisi, ilk defa ¢alismamizda agiklanmustir. Elektrik stimiilasyonunun
antibakteriyel etkisinin, birincil olarak bakteri hiicre yiizeyindeki [15, 16] molekiillerin
elektrolizi yoluyla bakteri zarinin biitiinliigiinii bozmasindan veya ikincil olarak diisiik elektrik
sinyali ile viicut stvilarinin elektrolizi nedeniyle HOCI olusumundan kaynaklanabilecegini 6ne
stirmiistik. Mikroplarla temas halindeyken HOCI, mikroorganizmalarin doymamis lipid
tabakasina segici olarak baglanir.
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Sekil7. Kan reolojik parametreleri. Saglikli kontrol (C), elektrik verilmis saglikli (E), sepsis (S) ve elektriklenmis sepsis (SE) gruplarmin (n = 7) kan viskozitesi
ve kesme stresi seviyeleri. Viskozite (A) ve kayma gerilimi (B). Veriler, ortalama + SD olarak sunulur. *; p<0.05, *"; C grubuna gore p<0.01 istatistiksel
olarakanlamli fark. ©*; p<0,001 S grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g007

Daha sonra hiicre duvarlarini ve dolayisiyla mikroplarin veya viriislerin hiicresel biitiinligiinii
bozarak yok olmalarina neden olur [20]. Ek olarak, HOCI ayrica istilaci patojenlere kargt immiin
yanitta aktive edilmis notrofiller tarafindan tiretilir ve ¢ogunlukla konakg¢iya ait olan proteinlerle
hemen reaksiyona girer [21, 22]. Insan monosit tiirevli makrofajlarin HOCl'ye maruz kalmast,
lokositlerin hiicre disi tuzaklar olusturdugu yol olabilecek hiicre igi Ca?" konsantrasyonunu
arttirir [23]. Benzer sekilde, hiicre disi tuzaklarn salmim, nétrofiller Ca* iyonofor iyonomisin'e
maruz kaldiginda meydana gelir [23].

Histolojik olarak doku biitiinliigiiniin korunmasi ve nekrozun olmamast, diisiik direkt elektrik

sinyali uygulamasinin sigan doku ve organlarinda herhangi bir hasara yol a¢gmadigim
gostermistir. Hem S hem de SE gruplarinin akciger dokularinda inflamasyon gdriilmesine
ragmen, SE grubundaki inflamasyon S grubuna gore ¢ok daha azdi. Boylece, siganlar deneysel
olarak basartyla enfekte edildi, ancak diisiik dogrudan elektrik sinyalinin uygulanmasi,
enfeksiyonun akciger dokusunda yayilmasini 6nemli lgiide azaltti.
Calismamizda C grubuna goére S grubunda pH, sO, ve WBC sayis1 daha diisiik, pCO,,
RBC sayisi, HB, HCT %, kan viskozitesi ve kayma gerilimi seviyeleri daha yiiksekti.
Bizim sonucumuza benzer sekilde siddetli sepsisli bireylerde kan pH'1 diiser [24, 25]. S
grubunda pH ve kan gaz diizeylerindeki degisiklikler, sepsis ile solunum ve dolasim sistemi
yetmezligine ve akut bobrek hasarina yol agabilecek ¢oklu organ yetmezligi iligkisine bagl
olabilir [26, 27].

Kan viskozitesi, kanin kaliliginin bir 6l¢iisiidiir ve kayma gerilimi ile kayma hiz1 arasindaki
oran olarak tammlamir. Akut faz proteinlerindeki artisa bagli olarak akut inflamatuar hastaligi
olan bireylerde artabilir [28]. HCT % ayrica kan viskozitesini de degistirebilir. Calismamizda,
kontrollere kiyasla septik siganlarda gozlenen artmis kan viskozitesi, muhtemelen artan RBC
sayisi, HB seviyesi ve HCT yiizdesine bagliydi. Sepsisli hastalarda solunum (hipoventilasyon)
ve dolagim (hipoperfiizyon) 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) 53.1442.73 53.17+4.84™ 79.14+28.13"* 5849.03"
ALT (U/L) 93.29+5.4 92.4243 8" 186.7+94.65™ 98+15.19"
TP (g/dl) 5.840.5 5.81740.16" 4.786+0.49"" 5.31440.65
KOLESTEROL (mg/dl) 5143.05 52.2545.11 35.71+20.66 44.86+20.36
LIPAZ (U/L) 62.14+37.72 58.25+12.56"" 1419+1123*** 60£37
TAS (mmol/L) 1.2+0.14 1.2740.16™ 0.88+0.09""" 1.2540.13""
TOS (umol/L) 4.410.62 3.750.34" 8.51+1.99"*" 4.540.71"
SOD (ng/ml) 9.32+1.11 9.9+1.53" 4.94+0.73" 9.13+1.29""
MDA (ng/ml) 142+37.81 119.9428.06"" 784.4+143.2"*" 200+53.01°
GSH (umol/L) 280.2452.11 289.2+52.4 72.54+18.67 281.6+49.577
Akciger 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 (umol/L) 4.390.61 3.71+0.33"" 8.53+1.92"*" 4.5540.617
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+67.847
GSH (umol/L) 291.9+45.29 304.6£59.91° 98.67+16.71"*" 282.8416.627*
Karaciger 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 (umol/L) 4.54+0.63 3.83+0.34™ 8.82+1.99™" 4.740.637
SOD (ng/ml) 10.6610.85 12.28+1.34° 5.98+0.69"" 9.2241.05""
MDA (ng/ml) 229.4+56.67 220.1+47.637 1215+115.1"* 238.7+33.497
GSH (umol/L) 310.3+69.59 341.6469.66"" 132.9+41.61"" 308.9+24.62

Veriler ortalama + SD olarak sunulur.

* p<0.05

+++

+++; p<0,001 S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (n = 7).

; p<0,001 C grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark.

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

olabilir [29]. Bu nedenle, hipoksi ile indiiklenen eritropoietin iiretimi, kontrollere kiyasla
septik sicanlarda artan RBC sayisi, HB degeri ve HCT yiizdesini agiklayabilir. WBC sayisi,
C grubuna kiyasla S grubunda 6nemli lgiide azaldi. Azalmis bir WBC sayisi, bagisiklik felci
ile iliskili olabilir. Siddetli sepsisin dnemli bir 6zelligini temsil eder ve mortalite oraninin
artmasina neden olur [30]. Ancak S grubunda meydana gelen degisikliklerin hi¢biri SE
grubunda gozlenmedi. Ayrica diisiik elektrik sinyali, C grubuna gore E grubunda lenfosit
ylizdesini artirmis, graniilosit yiizdesini ve RBC sayisini azaltmistir. Deneyimiz, diisiik bir
elektrik sinyalinin lenfosit ve monosit yilizdeleri iizerindeki bu etkisini belgeleyen ilk

deneydir.

S grubunda C grubuna gore ALT ve AST serum seviyeleri ve lipaz aktivitesi daha yiiksek,
TP seviyesi daha diisiiktii. Artan lipaz aktivitesi, pankreatit veya septik sokun bir gostergesidir
[31], ve artmugs ALT ve AST seviyeleri ve azalmig TP seviyeleri, karaciger hasarinin
belirtegleridir [32]. Diisiik elektrik sinyali uygulamas:t SE grubunda tiim bu degisikliklerin
olusmasini engellemistir.

Onceki galismalar, MDA gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dokularda asir1 iiretimi, ndtrofil
birikimi ve sepsis sirasinda proinflamatuar sitokin iiretiminde artig nedeniyle [33, 34]
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Tablo 2. Serum inflamasyon belirtecleri.

inflamasyon Belirtecleri Gruplar

E S SE
G-CSF (pg/ml) 2,51%0,57 4,06%1.17 1,2240.59* 2,7940.62**
M-CSF (pg/ml) 19,97+4.68 18,745.02* 6,62+£1.96*** 17,39+5.8"
GM-CSF (pg/ml) 7,49£2.97 8,07£2.79* 16,75¢3.1+* 9,4342. 5"
GRO/KC (pg/ml) 2,471.17 2,841,177 5,08+1.04** 3,1740.84%
IFNY (pg/ml) 24,2349.61 26,11£9.05" 50,7247.26* 29,07+5.84"
MCP1 (pg/ml) 28,49+4.52 25,09£6.83" 83,13£14.78** 29,964.57
IL-1a (pg/ml) 19,15+4.52 18,886.76"* 48,11£5.47+ 28,7547.54"
IL-1B (pg/ml) 15,96%2.84 14,78+5.51" 31,8245.34* 15,54+5.07"
IL-2 (pg/ml) 25,747.17 25,557.13" 56,8347.73"* 30,4416.85"
IL-4 (pg/ml) 5,840.65 531427 12,07+2.52** 6,04£1.937*
IL-5 (pg/ml) 20,3+4.35 21,866.24 20,04+8.26 18,3547.15
IL-6 (pg/ml) 24,87+3.7 20,535.38" 63,73£6.57"** 23,586.59"*
IL-7 (pg/ml) 6,97+1.41 6,88+0.94" 13,1£1.63"* 8,5¢1.81""
IL-10 (pg/ml) 13,442.45 12,8133 30,743.95"* 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 14,4727 30,4414.78 %+ 17,56£3.31"+
IL-13 (pg/ml) 13,07+4.36 14,62+6.24 12,8148.26 11,11£7.15
IL-17A (pg/ml) 5,34+1.64 4,75+1.337 12,7442+ 7,7543.017
IL18 (pg/ml) 34,9116.38 33,087.12"+ 70,837.49%++ 38,74+8.21"
MIP-1a (pg/ml) 23,59%5.57 23,27+8.33" 63,86£6.22*** 32,586.12"+
MIP-2 (pg/ml) 1,1840.45 1,130.59"* 2,5240.41%** 1,3240.47
MIP-3a (pg/ml) 3,08+1.02 3,45¢1.47 3,0241.95 2,62+1.69
RANTES (pg/ml) 10,8+1.45 10,3£3.217 24,8+3.99** 13,87+2.68"

Veriler, ortalama + SD olarak sunulur.

" p<0.05

+++,

; p<0,001 C grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark.

+++; p<0,001 S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (n=7).

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

akciger ve bobrek zedelenmelerinin veya hasarlanmalarinin meydana geldigini ortaya
koymustur [35,36]. ROS seviyeleri, viicudun GSH ve SOD gibi antioksidan savunma
sistemleri tarafindan nétralize edildiginden dengede tutulur [37]. Bu denge ROS lehine
bozulursa proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi molekiillerde yikic1 reaksiyonlar
meydana gelir. "Oksidatif stres" olarak adlandirilan bu durum, nihayetinde doku hasarina
yol agar [38].S grubunda TOS ve MDA'nin kan ve doku diizeylerinin daha yiiksek olmasi, TAS
ve GSH diizeylerinin ve SOD aktivitesinin C grubuna gore daha diisiik olmasi, osteoartrit ve
pulmoner fibroz gibi diger inflamatuar hastaliklarda gozlendigi gibi oksidanlar/antioksidanlar
ve dolayisiyla oksidatif stres lehine oksidan dengesinin bozuldugunu gosterir [39, 40]. Ancak
diisiik elektrik sinyalinin uygulanmast SE grubunda oksidatif stres olusumunu 6nleyerek
bir antioksidan etki gostermistir.

Sepsisli bireylerde bir¢ok IL diizeyi yiikselir [41—43]. Daha 6nceki galigsmalara paralel
olarak bizim ¢alismamizda da S grubunda IL-5 ve IL-13 disinda incelenen tiim IL'lerin
seviyeleri C grubuna gore artt1. Diisiik bir IL-5 seviyesi, akciger 6liimii ve doku hasari ile
iliskilidir ve bu nedenle IL-5 tedavisi sepsis ile iliskili 6liim oranin azaltabilir [44]. Onceki bir
calismada, IL-13, inflamatuar tepkileri baskilayarak sepsis kaynakli dliimciilliige karsi koruma
saglamistir [45]. Calismamizda gosterildigi gibi, MIP-3a hari¢ incelenen tiim MIP'lerin
seviyeleri, C grubuna kiyasla S grubunda artt1. Literatiirde MIP-3a diizeyi hakkinda sinirl bilgi
mevceuttur ve
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Sekil8. Proinflamatuar sitokin IL-1f'nin nispi protein ekspresyonu. A Saglikli kontrol (C), elektrik akimi verilmis saglikli (E), sepsis (S) ve elektrik akimi
verilmis sepsis (SE) gruplarindan A) karaciger, B) kalp ve C) akciger dokularmin goriintiileri D) Calisilan dokularda IL-1p ekspresyonunun temsili goriintiileri.
Degerler, ortalama + SD olarak sunulmustur. Karsilastirmalar C grubu ile S grubu (+; p<0.05 ve +++; p<0.001) ve S grubu ile SE grubu arasinda yapildi. (+; p<0.05

ve ++; p <0.01).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g008

M diger MIP ailelerinin sepsisteki rolleri tartigsmalidir[46,47]. Sepsisli hastalarda miyeloid
hiicre fonksiyonlarim1 artirmak i¢in S grubunda seviyeleri diisen G-CSF kullanimi
onerilmektedir [48]. Ilging bir sekilde, GM-CSF diizeyinin S grubunda diismesi
beklenirken [49], bizim ¢alismamizda kontrollere gore daha yiiksekti. Bu degisiklik
sepsisin erken veya geg evresi ile ilgili olabilir. Bizim ¢alismamizda GRO/KC, MCP1 ve
RANTES diizeyleri S grubunda C grubuna gore daha yiiksekti. Bildigimiz kadaryla,
sepsisli bireylerde GRO diizeyini degerlendiren hicbir ¢aligma yoktur, ancak g¢esitli
kanserleri olan hastalar tizerinde birgok ¢alisma vardir [50,51]. Farkli kanser tiirlerine sahip
bireylerde GRO diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. MCP1, giiclii bir kemoatraktan ve ¢esitli
inflamatuar hastaliklarda yer alan diizenleyici bir aracidir [52]. RANTES de benzer bir etki
gosterir [53].
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Sekil 9. Proinflamatuar sitokin TNF-a'nin nispi protein ekspresyonu. Saglikli kontrol (C), elektrik akimu verilmis saglikli (E), sepsis (S) ve elektrik akimi
verilmis sepsis (SE) gruplarindan A) karaciger, B) kalp ve C) akciger dokularinin goriintiileri. D) Calisilan dokularda TNF-a ekspresyonunun temsili resimleri
gosterilmektedir. Degerler, ortalama + SD olarak sunulmustur. Karsilastirmalar C grubu ile S grubu arasinda (+; p<0.05 ve ++; p<0.01) ve S grubu ile SE grubu
arasinda yapildi. (+; p<0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g009

Bununla birlikte, elektrik sinyallerinin uygulanmasi, E grubunda IL-1a disinda inflamatuar
belirteglerin olusumunu dnleyerek bir anti-inflamatuar etki gosterir. IL-1a, aktive edilmis
makrofajlar ve nétrofiller, epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan iiretilir. interlokin-1
reseptoriine baglanarak bagisiklik cevaplarinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynar. [54]. SE
grubunda C grubuna gore daha yiiksek IL-1 seviyesi SE grubunda hafif bakteriyemi varligindan
kaynaklaniyor olabilir. Calismamizda kirk dakikalik iki seansta diisiik elektrik sinyali
uygulanmistir. Seans sayist artirilarak bakteriyemi ortadan kaldirilabilir. Bu bulgu aym
zamanda SE grubunun akcigerlerinde minér inflamasyon varligini da agiklamaktadir.
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Sekil10. Proapoptotik protein Bax'in antiapoptotik protein Bcl-2'ye goreli ekspresyon orani. A) Saglikli kontrol (C), elektrik akim verilmis saglikli (E), sepsis
(S) ve elektrik akim verilmis sepsis (SE) gruplarindan A) karaciger, B) kalp ve C) akciger dokularindan elde edilen veriler. D) Calisilan dokularda Bax ve Bel-2
ekspresyonunun temsili resimleri. Degerler, ortalama + SD olarak sunulmustur. Karsilagtirmalar C grubu ile S grubu arasinda (+; p<0.05) ve S grubu ile SE grubu

arasinda yapildi. (+; p<0.05 ve ++; p<0.01).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257177.9g010

Sepsis ile TNF-a ve IL-1f gibi proinflamatuar sitokinlerin artan seviyeleri arasindaki iligki,
istilac1 patojenleri ortadan kaldiran bir mekanizma olarak bilinir [55, 56]. Ote yandan, bu
bagisiklik sistemi diizenleyicileri, dokuya asirt zarar veren inflamasyonu tesvik ederek
(uyararak) sepsis kaynakli patofizyolojide rol alir [57 Bu ¢alismada, sepsis patofizyolojisinde
en ¢ok calisilan sitokinler olan hem TNF-a hem de IL-1B'nin yukan regiilasyonu, diger
arastirmacilarin dnceki raporlariyla tutarl olarak, S grubundaki si¢anlarin karaciger,
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kalp ve akciger dokularda gosterilmistir [58—60]. Proinflamatuar sitokinlerin tiretimi, sepsisli
hastalarda yiiksek diizeyde ROS iiretimi ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir [61, 62]. Ancak diisiik
elektrik sinyali, sepsis kaynakli doku hasarm iyilestirerek bu sitokinlerin ve oksidatif stres
parametrelerinin seviyelerini kontrol grubuna benzer seviyelere indirdi. Onceki bir
elektroakupunktur ¢alismasinda, akciger dokusundaki proinflamatuar sitokin seviyelerinde
sepsis kaynakli artis da elektrik stimiilasyonu ile azaltilmistir [63]. Buna ek olarak,
aragtirmacilar ayrica sepsis sirasinda elektriksel vagus siniri stimiilasyonunun bir anti-
inflamatuar mekanizmay1 aktive ederek TNF-a seviyesini azalttigim kesfettiler [64]. Ek olarak,
yeni gelistirilen diisitk dogrudan elektrik sinyali uygulama yontemimiz, sepsis kaynakli doku
hasarint diizeltmek i¢in bir anti-inflamatuar mekanizmanin gelistirilebilmesine yardimei
olabilir

Sepsis sirasinda, mitokondriyal apoptoz yolunun aktivasyonu nedeniyle hiicresel 6liim
orani artar [65]. Bu calismada, karaciger ve kalp dokularinda apoptotik oranda da son
calismalarla uyumlu olarak bir artis gézlemledik [59, 66]. Sepsisin patofizyolojik siirecinin
uyarilmasi, hem bagisiklik hiicrelerinin sayisindaki apoptoza baglt bir azalmadan hem de
apoptotik hiicrelerin bagisiklik bastirici etkisinden kaynaklanabilir [65]. Onceki ¢aligmalara
gore, apoptozun inhibisyonu, sepsis kaynakli doku hasarina kars1 koruma saglamak igin etkili
bir strateji olabilir [67]. Ayrica, diisiik elektrik sinyalinin, sepsis sonrasi hiicre hayatta kalma
sansini artirmak i¢in apoptoz oraninit da azalttigimi gézlemledik. Xie ve ark. ayrica apoptoza
kars telafi edici bir mekanizma olarak kaspaz-3 ve Bax'in pulmoner ekspresyonu iizerinde
elektriksel stimiilasyonun olumlu bir etkisi oldugunu bildirmistir [63].

Ozetle, diisiik bir direkt elektrik sinyali uygulamasi, farelerin doku veya organlarina
herhangi bir zarar vermeden sunlar1 yapar:

« molekiillerin elektrolizi yoluyla bakteri zarinin biitiinligiinii bozan veya viicut sivilarmin
elektrolizi nedeniyle HOCI olusumuna neden olan antibakteriyel etki,

bozulmus oksidan/antioksidan durumu dengeleyerek ve oksidatif stresi azaltarak
antioksidan etki,

bakteriyemiyi azaltarak ve boylece inflamatuar belirteglerin olusumunu engelleyerek bir
anti-inflamatuar etki,

sepsise bagli hiicre 6liimiinii azaltmak i¢in proapoptotik (bax) ve antiapoptotik (bcl-2)
proteinler arasindaki dengeyi antiapoptotik (bcl-2) proteinler lehine ayarlayarak
antiapoptotik bir etki.

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

Destekleyici bilgiler

S1 islenmemis veri. islenmemis veri Tablo 1.
(XLSX)

S2 islenmemis veri. islenmemis veri Tablo 2.
(XLSX)

S3 islenmemis veri. islenmemis veri -Sekiller 4-7.
(XLSX)

S1 islenmemis gorseller.
(PDF)
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