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OZET

SICANLARDA CEKUM LiGASYON VE PERFORASYONU ILE
OLUSTURULMUS SEPSiS MODELINDE HiIDROKSIKLOROKIN VE
CINKO TEDAVISININ ETKIiSI

Sepsis, her y1l milyonlarca insani etkilemekte ve insidansi giderek artmaktadir. Cinko
ve hidroksiklorokinin sepsiste savunma sistemine etkileri daha onceki c¢alismalarda
gosterilmis olup birlikte verilmesi durumunda birbirinin etkilerini potansiyelize edip
etmeyecegi heniiz gosterilmemistir. Calismada amacimiz sepsiste birbirinden bagimsiz
organ hasarin1 azaltici etkisi gosterilmis olan hidroksiklorokin ve ¢inkonun beraber

verildiginde organ hasari {izerine etkilerinin gosterilmesidir.

Calismada n=6 olan 5 gruba esit ayrilmis toplam n=30 adet sigan kullanilmistir.
Hayvanlar sepsis (Grup 1, kontrol), ¢inko+sepsis(Grup 2), hidroksiklorokin+sepsis(Grup 3),
hidroksiklorokin+¢inko+sepsis(Grup 4) ve serum fizyolojik tedavisi almis sham(Grup 5)
olarak 5 giin boyunca her grubun belirtilmis olan kendi 6n tedavileri uygulanmis ve 6. giinde
¢ekum perforasyon ligasyon modeli ile sepsis olusturulmustur. 8. giinde hayvanlar dekapite
edilerek toplanan kanlarda IL-6, hemogram, CRP, Prokalsitonin diizeyleri ¢alisilmistir.
Hayvanlarin bobrek dokularinda histolojik inceleme (tubular dilatasyon, tubular epiteliyal
nekroz, cast olusumu, glomerular vakuolasyon, bowman boslugu dilatasonu, glomerular
atrofi, mononiikleer lenfosit infiltrasyonu ve hemoraji mevcudiyeti ve derecesine gére puan

verilerek) yapilmstir.

Histolojik incelemede Grup 2, 3 ve 4’teki hayvanlarin doku tahribatinin Grup 1’den
anlamli derecede diisiik oldugu (p<0.001) tespit edilirken, tedavi alan 2, 3 ve 4’deki
hayvanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi. Kanda WBC
acisindan yapilan incelemede Grup 1’in degerlerinin Grup 2, Grup 3 ve Grup 5’ten
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. WBC diizeylerinde Grup 2, 3, 4
ve 5 arasinda anlamhi bir farklilik bulunmamuistir. Noétrofil sonuglar1 agisindan yapilan

incelemede Grup 2, Grup 4 ve Grup 1 arasindaki farkin anlamli olmadig belirlenirken, Grup

xii



4’iin Grup 5’ten anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. Ayrica Grup 1, 2,

3 ve Grup 5 arasinda da farklilik saptanmadi.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda sepsiste olumlu etkileri gosterilmis olan
hidroksiklorokin ve ¢inkonun sepsis modelinde birlikte verilmesi durumunda
hidroksiklorokinin ¢inkonun hiicre zarinda por olusturarak hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonunu

artirmasina ragmen sepsise bagli organ hasarinda bir degisiklige yol agmadig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Cinko, Hidroksiklorokin, Sepsis, Si¢an
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ABSTRACT

THE EFFECT OF HYDROXYCHLOROQINE AND ZINC THERAPY IN A
MODEL OF SEPSIS CREATED BY CECUAL LIGATION AND
PERFORATION IN RATS

Sepsis affects millions of people every year, and its incidence continues to increase. The
effects of zinc and hydroxychloroquine on the defense system in sepsis have been
demonstrated in previous studies; however, it is yet to be shown whether their combination
would potentiate each other's effects. The aim of our study is to demonstrate the effects of
hydroxychloroquine and zinc, which have been shown to have independent organ damage-

reducing effects in sepsis, on organ damage when administered together.

A total of n=30 rats, divided into five equally sized groups with n=6 in each group, were
used in the study. Animals were treated for 5 days as sepsis (Group 1, control), zinc+sepsis
(Group 2), hydroxychloroquine+sepsis (Group 3), hydroxychloroquine+zinc+sepsis (Group
4), and sham receiving saline treatment (Group 5). On the 6th day, sepsis was induced with
the cecal ligation and puncture model following the specified pre-treatments of each group.
On the 8th day, the animals were decapitated, and IL-6, hemogram, CRP, and procalcitonin
levels were analyzed in the collected blood samples. Histological examination of the
animals' kidney tissues was performed (tubular dilatation, tubular epithelial necrosis, cast
formation, glomerular vacuolation, Bowman's space dilatation, glomerular atrophy,
mononuclear lymphocyte infiltration, and the presence and degree of hemorrhage were

evaluated and scored).

In the histological examination, it was determined that tissue destruction in Group 2, 3, and
4 animals was significantly lower than in Group 1 (p<0.001), while no statistically
significant difference was observed among the treated animals in Groups 2, 3, and 4. The
examination of WBC levels in the blood revealed that Group 1 had statistically higher values
than Group 2, Group 3, and Group 5 (p<0.05). No significant difference was found in WBC

levels between Groups 2, 3, 4, and 5. In the analysis of neutrophil results, there was no

Xiv



significant difference between Group 2, Group 4, and Group 1, whereas Group 4 had
significantly higher values than Group 5 (p<0.05). Additionally, no difference was detected
between Groups 1, 2, 3, and 5.

In previous studies, hydroxychloroquine and zinc, which have demonstrated positive effects
in sepsis, did not cause any change in organ damage due to sepsis when administered
together in the sepsis model. This is in spite of hydroxychloroquine increasing the
intracellular zinc concentration by forming pores in the cell membrane, in the presence of

zinc.

Keywords: Zinc, Hydroxychloroquine, Zinc, Rat, Sepsis
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1. GIRIS ve AMAC

Onemli bir halk saglig1 problemi olan sepsis, her y1l milyonlarca insam etkilemekte

ve insidansi giderek artmaktadir (1).

Yaklasik 60 yil 6nce hidroksiklorokin bir antimalaryal ila¢ olarak tanimlanmistir.
Daha yakin zamanlarda, hidroksiklorokin proinflamatuar sitokinlerin sekresyonu arttiran
romatoid artrit ve sistemik lupus eritematoz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya

baslanmistir (2,3).

Cinko, temel bir eser elementtir (4,5). Cinko eksikligi, bliytime geriligi, dermatit ve
hipogonadizm veya gecikmis yara iyilesmesi, timik atrofi veya lenfopeni gibi semptomlar
ve yiiksek enfeksiyon insidansi ile sonuclanabilir(6—8). Disaridan canlilara ¢inkoverilmesi
durumunda hiicre i¢i ¢inko diizeyindeki artis disaridan verilen ¢inko miktarina gore ¢ok
diisiik diizeydedir. Cinkonun hiicre i¢ine aliminin hiicre zarmin yapisindan dolay1
sinirlandirilmaktadir. Hidroksiklorokin eklenmesi durumunda hiicre i¢i ¢inko diizeyi yliksek

oranda artmaktadir ki bu da hidroksiklorokin ¢inko iyonoforu oldugunu gostermektedir.

Cinko ve hidroksiklorokin sepsiste savunma sistemine etkileri daha Onceki
caligmalarda gosterilmis olup birlikte verilmesi durumunda birbirinin etkilerini potansiyelize

edip etmeyecegi henliz gosterilmemistir.

Calismada amacg sepsiste birbirinden bagimsiz organ hasarmi azaltict etkisi
gosterilmis olan hidroksiklorokin ve ¢inkonun beraber verildiginde organ hasarina etkisinin

nasil oldugunun gosterilmesidir (9,10).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SEPSIS

Sepsis, bir enfeksiyonun viicudun kendi dokularina ve organlarina hasar verdiginde
ortaya cikan yanittan kaynaklanan, morbidite ve mortaliteyle sonuglanan, mikrobiyal
patojenlere karsi konagin sistemik bir yanitidir (11). 500.000'den fazla ciddi sepsis vakasi
ilkbagvuruda ABD acil servislerinde yonetilmektedir ve acil serviste kalig siiresi ortalama 5
saattir. Siddetli sepsisin acil servis yonetiminin kose taslari, zamaninda tani, uygun
antibiyotiklerin erken uygulanmasi ve erken agresif kantitatif resiisitasyon igerir. Acil tibbi
hizmetler personelinin, akut yasami tehdit eden durumlar1 dogru bir sekilde tanimasi ve en
uygun tibbi bakim tesisine hizli bir sekilde ulagtirmanin yani sira ilk resiisitasyon ve hava

yolu yonetimi gibi potansiyel hayat kurtaric1t miidahaleler saglamasi gerekir (12,13).

Sepsis her y1l 50 milyona yakin insani etkiler ve bunlarin %40'indan fazlas1 5 yasin
altindaki cocuklardir. Sepsis her y1l 11 milyondan fazla 6liime neden olmaktadir (36). Sepsis
taramasi i¢in sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) kriterleri, vital bulgular,
enfeksiyon belirtileri, hizli Sirali Organ Yetmezligi Skoru (qSOFA) veya Sirali Organ
Yetmezligi Degerlendirmesi (SOFA) kriterleri, Ulusal Erken Uyar1 Puani (NEWS) veya
Degistirilmis Erken Uyar1 Puan1 (MEWS) gibi skorlamalar kullanilmaktadir (14).

Sepsis, bir enfeksiyon kaynaginin varligi ve bu enfeksiyona karsi iki veya daha fazla
SIRS kriterinin varligiyla olgiilen sistemik bir inflamatuar yanitin kanit1 olarak tanimlanir.
Sepsisin klinik ozellikleri SIRS kriterlerinden iicilinii igerir; 100,4°F'den yiiksek veya
96,8°F'den (>38,0°C veya <36,0°C) diisiik bir sicaklik tasikardi, dakikada 90 atimdan daha
yiiksek bir kalp hiz1 ve takipne, 20 nefes/dakikadan daha yiiksek bir solunum hizi; sepsisin
temel laboratuvar bulgusu 16kosit sayisinin 12 bin/mm3'ten biiylik veya 4 bin/mm3'ten az
veya immatiir hiicre sayisinin %10'dan fazla olmasidir ve dordiincii SIRS kriterini olusturur.
Olas1 septik soku olan veya sepsis olasilig1 yliksek olan yetiskinler i¢in, antimikrobiyallerin

hemen, ideal olarak tespitten sonraki 1 saat iginde verilmesini Onerilmektedir (12).
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Sekil 2.1. Sepsis.

Sepsis sendromu, inflamatuvar mediatorlerin saliniminmi tetikleyen ve konakta
hiicresel disfonksiyonu uyaran bakteriyel, fungal, viral ve paraziter enfeksiyonlardan
kaynaklanabilmektedir (15). Sepsiste; reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirlerinin
asir1 sistemik Uretimi, plazmada goriilen sayisiz proinflamatuvar mediatér varligr ile
tanimlanan perinflamatuvar durum, monositlerde, makrofajlarda, polimorfoniikleer
notrofiller ve endotel hiicrelerinde artmis adezyon molekiillerinin yani sira, reaktif olan
l6kositlerde, sitokinlerde ve kemokinlerde reseptor artist hem kemirgenlerde hem de

insanlarda goriilen ortak bulgulardir (4).

Giincel sepsis rehberi olan Surviving Sepsis Campaign 2021°‘e gore; Sepsis veya
septik sok icin tek bir tarama araci olarak SIRS, NEWS veya MEWS’ye kiyasla gqSOFA nin

kullanilmamasi 6nerilmektedir.

Sepsis ve septik sok tibbi acil durumlardir ve tedavi ve resiisitasyonun hemen
baglamasi1 onerilmektedir. Sepsis kaynakli hipoperfiizyon veya septik soklu hastalar igin
resiisitasyonun ilk 3 saati i¢inde en az 30 mL/kg intravenéz (IV) kristaloid sivi

verilmesi uygundur (14).

2.2. CINKO

Cinko eksikligi, ¢oklu immiinolojik degisikliklere neden olur (16). Cinkonun
ozellikle onemli bir etkisi, inflamatuar sitokinlerin iiretiminin modiilasyonudur (11). Ayrica
¢inko, neredeyse tiim bagisiklik hiicrelerinin calismasi igin gereklidir. Ornegin,
olgunlasmamis T hiicrelerinin farklilasmast ¢inkoya baghdir, ¢linkii T hiicre
farklilasmasinda rol oynayan bir hormon olan timulin bir ko-faktér olarak c¢inkoya
baghdir(16-19). Ote yandan, cinko desteginin Th hiicre gelisimini destekledigi ve
Th17



hiicrelerinin olgunlagsmasin1 baskiladigi, dolayisiyla Th17 aracili otoimmiin hastaliklar
tizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu da gosterilmistir (17-19). Molekiiler diizeyde,
cinkonun bazi islevleri, bagisiklik hiicrelerinde ikinci bir haberci olarak roliiyle
iliskilendirilmistir. Hiicre i¢i serbest ¢inko konsantrasyonundaki degisikliklerin bir "¢inko
sinyali" olarak islev gordiigii gosterilmistir. Hiicre i¢i serbest ¢inko konsantrasyonundaki bu
tiir bir degisiklik, lipopolisakkarit (LPS) gibi Toll benzeri reseptor 4'e (TLR-4) veya karsilik
gelen antijenlerin immiinoglobulin E'ye oldugu gibi ilgili reseptdrlerine baglanmasiyla
indiiklenir.  Farkli  tiirdeki  bagisiklik  hiicreleri, ¢inko kullanan reseptorlerin
ekspresyonlarinda farklilik gdsterir; sonug olarak ¢inko sinyalleri ¢esitli olaylara aracilik
eder, drnegin monositler tarafindan proinflamatuvar sitokinlerin olusumu (20), dendritik
hiicrelerin yiizeyinde majér histo-uyumluluk kompleksi (MHC) smif II molekiillerin
sunumu (21), notrofil graniilositler tarafindan hiicre dis1 nétrofil tuzaklarinin olusumu (22)
veya T hiicrelerinin ¢ogalmasi (23) ¢inko durumlarindan etkilenir. Bir yandan bir eksiklik
Th1 ve Th2 hiicrelerinin degisen oranlarina, olgunlagmamig T hiicrelerinin apoptoz oraninin
artmasina ve sonug olarak T hiicrelerinde toplamda bir azalmaya neden olur (24-27). Ote
yandan, ¢inko desteginin diizenleyici T hiicre gelisimini destekledigi ve Th17 hiicrelerinin
olgunlagsmasini baskiladigi, dolayisiyla Th17 aracili otoimmiin hastaliklar iizerinde inhibe

edici bir etkiye sahip oldugu da gosterilmistir (17,19,23).

Yiiksek afiniteli immiinoglobulin E-reseptoriinde bulunur. Cinko sinyalleri
monositler tarafindan proinflamatuvar sitokinlerin olusumu (20), dendritik hiicrelerin
yiizeyinde MHC-II molekiillerin sunumu (21), nétrofil graniilositler tarafindan hiicre dis1
notrofiln tuzaklarmin olusumu (22) veya T hiicrelerinin ¢ogalmast gibi cesitli olaylara
aracilik eder (23). Ulkemizde de saglam ¢ocuklarda bile demir, ¢inko ve A vitamini

eksikliginin 6nemli boyutlarda oldugu goriilmektedir (28).

Baz1 c¢alismalar, ¢inkonun daha diisiik 6liim orani ve yenidoganlarin daha iyi
norolojik gelisimi seklinde yararli bir etkisi oldugunu goéstermektedir. Bununla birlikte,
takviyenin ¢inko grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark yaratmadigi, hatta zararh

bir etki gosterdigini de gostermistir (28) .

2.3. HIDROKSIKLOROKIN

Hidroksiklorokin’in normal insan kan hiicreleri, tarafindan LPS kaynaklt TNF-a
salimimini inhibe ettigi gosterilmistir (2,3). Hem klorokin hem de hidroksiklorokin zayif
bazlardir ve asidik organellerde birikirler; Her iki ilag da B, T ve diger bagisiklik
hiicrelerinde Toll benzeri reseptér ve cGASSTING sinyali yoluyla MHC II ekspresyonunu,



antijen sunumunu ve bagisiklik sistemi aktivasyonunu inhibe edebilir (9). Her iki ilacin
baslica dnerilen immiinomodiilatér mekanizmalar1 sunlardir: sitokin {iretiminin inhibisyonu,
diisiik kemokin seviyeleri, mikro RNA ekspresyonunun inhibisyonu, azalmis TH17 ile
iliskili sitokinler, IFN-a ve IL-2 ve IL-10'un yukar regiile seviyeleri, sitotoksik T hiicresi ve
kendi kendine reaktif CD4 + lenfosit aktivitelerinin inhibisyonu. Sonug¢ olarak, KRS'de rol
alan IL-1, IL-6, IFN-y ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltabilirler (9).
Hidroksiklorokin, HMGBI1 salinimini inhibe ederek, bir hayvan 6ldiiriicii endotoksemi ve in
vivo sepsis modelinde 6liimciil sepsis ve sistemik inflamasyon i¢in terapédtik potansiyele

sahip oldugu gosterilmistir (28).

Calismamizin amaci sepsis durumunda hiicre i¢i ¢inko miktarinin hidroksiklorokin
tedavisine sekonder artmasi sonrasi sepsisin organ hasarma etkisinin nasil oldugunu

gostermektir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. ARASTIRMA YERI VE ZAMANI

Bu calisma protokolii i¢in Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (ACU-HAYDEK 2021/32 karar sayilt
18.05.2021 tarihli). Calisma yine Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Hayvan
Deneyleri laboratuvarinda yapilmustir. Calisma finansal olarak Istanbul Medeniyet

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenmistir.

3.2. ARASTIRMA TiPi

Aragstirma deneysel olarak yapildi.
3.3. ARASTIRMANIN UYGULAMASI

3.3.1. Deney hayvanlari

Bu deneysel arastirma Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapildi. Bu aragtirma siiresince Acibadem
Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesinde yer
alan etik ilkelere uyuldu. Calismada toplam n=45 adet her iki cinsiyetten esit sayida erkek
Sprague-Dawley sicanlar (250-300 gr) kullanildi. Sicanlar 1s1 (22+1°C), nem (%65-70) ve
151k kontrolii saglanmis ortamda 130 mg/kg ¢inko standart pellet sigan yemi ile beslendi ve

deney siiresince 151k dongiisii 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarland1 (29).

Sicanlar her grupta 9 si¢an olacak sekilde 5 gruba randomize edildi.

Tablo 3. 1. Hayvan sayilari.

Deney ve kontrol gruplan Hayvan adedi (n)
Grup 1- Sepsis 9

Grup 2- Sepsis + Cinko (40 mg/kg Cinko Kloriir — orogastrik yolla) 9

Grup 3- Sepsis + Hidroksiklorokin (200mg/kg — orogastrik yolla) 9

Grup 4- Sepsis+Cinko+Hidroksiklorokin (orogastrik yolla 40 mg/kg Cinko Klortir ve 9
200mg/kg Hidroksiklorokin)

Grup 5- Sham (Kontrol) 7
Kullanilan toplam hayvan sayisi: 43




3.4. DENEY PROTOKOLU

3.4.1. Sepsis modeli olusturulmasi

Bu model hazirlanirken islemden 15 dk 6nce 50 mcg/kg asetaminofen intraperitoneal
olarak uygulanmigtir (30). Sepsis modeli yapilirken genel anestezi altinda (ketamin 100
mg/kg ve xylazine 3 mg/kg intraperitoneal) siganlarin abdomen orta iist hattinda insizyon ile
acilmis ve periton kesi ile gecilerek ¢ekuma ulasilmistir (29). Cekum 2-0 ipek stitur ile 1 cm
distalden baglanarak 21-gauge igne ile 2 yerden perfore edilmistir. Bu islem sonrasi1 ¢ekum
minimal bir bast ile fekal igerigin ¢ekum ¢evresine bulagsmasi saglandiktan sonra ¢ekum eski
anatomik pozisyonuna getirilerek abdomendeki insizyon siiture edilmistir. Sonrasinda
cerrahi sirasinda hayvanlarin kaybettigi sivi 30cc/kg olacak sekilde hayvanlara subkutan
enjekte edilmistir. Sham grubunda ise ¢ekuma ulasildiktan sonra perforasyon

olusturulmadan ¢ekum anatomik pozisyonuna getirilerek abdomen kapatilmistir.

3.5. DENEY GRUPLARI

Grup 1 (Sepsis, n=9): 5 giin boyunca standart pellet yem ve su verilen 9 adet sigcanda
6. glinde sepsis olusturuldu ve 8. Gilinde genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye

edildi.

Grup 2 (Sepsis+Cinko, n=9): 5 giin boyunca standart pellet yem, su, 12 saat ara ile
sabah ve aksam 40 mg/kg Cinko Kloriir — orogastrik tiip ile verilen 9 adet siganda 6. giinde
sepsis olusturuldu, son tedavi 7. Giin aksam verildi ve 8. giin sabah genel anestezi altinda

dekapitasyon ile sakrifiye edildi.

Grup 3 (Sepsist+Hidroksiklorokin, n=9): 5 giin boyunca standart pellet yem, su, 12
saat ara ile sabah ve aksam 200mg/kg hidroksiklorokin—orogastrik tiip ile verilen 9 adet
sicanda 6. glinde sepsis olusturuldu, son tedavi 7. Giin aksam verildi ve 8. giin sabah genel

anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi.

Grup 4 (Sepsis+Hidroksiklorokin+Cinko, n=9): 5 giin boyunca standart pellet
yem, su, 12 saat ara ile sabah ve aksam 40 mgkg Cinko Klorir + 200mg/kg
hidroksiklorokin—orogastrik tiip ile verilen 9 adet sicanda 6. giinde sepsis olusturuldu, son
tedavi 7. Giin aksam verildi ve 8. giin sabah genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye

edildi.

Grup 5 (Sham,n=7): 5 giin boyunca standart pellet yem ve su verilen 7 adet sigan 6.
giinde genel anestezi altinda (ketamin 100 mg/kg ve xylazine 3 mg/kg intraperitoneal)

siganlarin abdomen orta iist hattinda insizyon ile agilmis ve periton kesi ile gecilerek cekuma
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ulagilmistir. Cekumda ligasyon perforasyon yapilmadan periton ve abdomen orta hat suture

edilerek kapatildi.

Tim siganlar 8. giin genel anestezi altinda (ketamin 100 mg/kg ve xylazine 3
mg/kg intraoeritoneal) dekapitasyon ile sakrifiye edildi. 8. giinde yapilan sakrifikasyona
kadar olen olan hayvanlar (sepsis grubundan 1, hidroksiklorokin grubundan 1, ¢inko

grubundan 1 ve ¢inko+hidroksiklorokin grubundan 1 hayvan) ¢alismadan ¢ikarilmistir.

3.6. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Deney periyodunun sonunda siganlar genel anestezi altinda giyotin vasitasiyla
dekapitasyon ile sakrifiye edilerek hemen 8-10 cc kan kardiyak ponksiyon ile toplandi
(29,31). Sicanlardan toplanan kan hemogram tiipii (mor renkli) ve stt jelli (sar1 kapakli-
Serum separator tiip (SST) santrifiij ile serumu kandan ayiracak jel icermektedir) tiip ile + 4
derecelik sogutuculu kaplar ile Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
laboratuvarina getirildi ve hemogram hemen ¢alisildi, diger parametreler santrifiij sonrasi
eksi 80 derecede muhafaza edildi. Burada ticari kitler yardimiyla IL-6, hemogram, CRP,
Prokalsitonin diizeyleri calisildi. Bobrek kalp,akciger,dalak ve karaciger dokular: histolojik
inceleme icin ¢ikartildi. Bobrek kalp,akciger,dalak ve karaciger doku ornekleri, %10'Tuk
notral tamponlu formalin soliisyonu igerisinde 72 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben
dokular, yiikselen etil alkol serisi (%70, %90, %96, %100) ile dehidratasyon ve ksilenle
saydamlastirma asamalarindan gecirildi. Dokular daha sonra parafine gémiildii. Mikrotom
ile 5 pm kalimliginda alinacak olan kesitler sicak su banyosuna aktarildi. Daha sonra doku

bloklarindan elde edilecek olan kesitler histolojik boyamalar i¢in lamlara alindu.

Resim 3.1. Nekroze olmus ¢ekum.



Resim 3.2. Kan 6rneklerinin toplanmasi.

Resim 3.3. Organlarin ¢ikarilmasi.

3.7. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

3.7.1. Doku takibi

%10 luk nétral formalin soliisyonu igerisinde fikse edilmis dokular, 5 saat ¢esme
suyu altinda yikandi. 1 gece %70 alkolde bekletildi. Ertesi giin 1 saat %80 alkol, 1 saat %90
alkol, 30 dk lik 2 periyot halinde %96 lik alkol ve 30 dk lik 2 periyot halinde %100 alkolden
gecirildi. 15 dk lik 2 periyot halinde ksilende bekletildi. 45 dk eritilmis parafin ve ksilen
karisiminda bekletildi. 2 saat eritilmis parafinde bekletildi. Daha sonra dokular parafin

bloklar halinde gdmiildii. Dokular PAS ve hematoksilen-Eozin ile boyandi(32,33).
Bakilan parametreler:
1) Glomeriiler alan,

Glomeriiler alandaki hiicreler en az 0 en fazla 40 olacak sekilde sayilacaktir. Bowman
boslugunda artma: Bobrek korteksindeki glomeriillerin bowman boslugunda hacimsel artig

aranmistir (34).



Glomerdiil atrofisi: Bobrek glomeriillerinde bowman boslugundaki hacimsel artis ile

birlikte kapiller damar yumaginda hacimsel azalig aranmistir (34).

Glomeriilde vakuolizasyon: Bobrek glomeriillerinde kapiller nekroza isaret eden

vakuollerin belirmesi aranmistir (34).
Glomertiler alandaki hiicreler en az 0 en fazla 40 olacak sekilde sayilacaktir.

2) Tiibiiler alan,

Tablo 3.2. Tiibiiler alandaki parametreler icin kulanilan skorlama.

Kesitte goriilen hiicre sayisi

1 veya 2 Az
3 veyad Orta
5 ve lizeri Cok

Tubular dilatasyon: Bobrek tubuluslerinde hacimsel artig aranmistir (35).

Tubulopitelyal nekroz: bobrek tiibiillerinde genisleme ile birlikte, vakuolizasyon

aranmistir (36).

Cast formasyonu: bobrek tiibiillerinde protein presipitasyonu ile olusan cast

formayonu aranmistir (36).

3) Interstisyel alan;

Tablo 3.3. instertisyel alandaki parametreler icin kulanilan skorlama.

Kesitte goriilen hiicre sayisi

1 veya 2 Az
3 veya 4 Orta
5 ve lizeri Cok

Interstisyel hemoraji: Bébrek interstisyumunda eritrosit varligi aranmistir (36).

Mononiikleer infiltrasyon: bobrek interstisyumunda lenfosit ve monosit varligi

aranmustir (35).

Boyanmis olan kesitler doku hasarinin derecesini belirlemeye yonelik olarak tubiiler
ve glomertiler dejenerasyon, iltihabi hiicre infiltrasyonu ve vazokonjesyon dereceleri 0 ila 5
arasinda (0: hasar yok; 1: az derecede hasar; 2: orta derecede hasar; 3: orta derecede hasar,

4: orta derecede hasar 5: yogun hasar) bazinda skorlandi.
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Glomeriilde vakuolizasyon, Bowman boslugunda artma, Glomeriil atrofisi kesitte en

diistik 0, en fazla 40 tane olacak sekilde sayildi.

3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) (for Windows; version 18.0) (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) paket programi
kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi kullanilarak
degerlendirildi. Tim veriler acisindan gruplar aras1 farklilik Kruskal Wallis testi ile
incelendi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in post hoc 97
multiple comparison testi (Conover 1980) yapildi. Yapilan istatistiki analizlerden elde edilen

sonuglardan P<0.05 (*), P<0.01 (**) ve P<0.001 (***) olan degerler 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MIKROSKOPIK BULGULAR

Kontrol grubuna ait kesitlerin morfolojik goriintiileri normal histolojik yapida

gozlendi. Sepsis grubunda ise ciddi glomertiler ve tiibiiler hasar goriildii.

Tubular dilatasyon (resim 6) acisindan yapilan incelemede kontrol,
hidroksikolorokin, c¢inko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup sepsis
grubundan anlamli derecede diisiik oldugu (p<0.001) tespit edilirken, hidroksikolorokin,
cinko ve hidroksiklorokin ile birlikte ¢inko verilen grup arasinda istatistiksel bir farklilik
belirlenmedi. Ayrica kontrol, hidroksikolorokin, ¢inko ve gruplar1 arasinda da anlamli bir

farklilik belirlenmemistir.

Tubular epiteliyal nekroz (resim 6) agisindan yapilan incelemede ise kontrol,
hidroksikolorokin, ¢inko gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 ayrica bu ii¢ grubun
sepsis grubundan anlamli oranda daha diisiik oldugu tespit edildi. Hidroksiklorokin ile
beraber ¢inko verilen grubu sayisal olarak sepsis grubundan daha az olsa da aralarinda

anlaml bir farklilik olmadi goriildii.

Cast olusumu (resim 6) acisindan kontrol hidroksikolorokin, ¢inko ve
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup arasinda farklilik olmadigi, bu gruplardan
kontrol, ¢inko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen gruplarin sepsis grubundan
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlendi. Hidroksiklorokin grubu sayisal olarak

sepsis grubundan daha az olsa da aralarinda anlamli bir farklilik olmadi goriildii.

Glomerular vakuolasyon (resim 4) agisindan yapilan incelemede kontrol ve
hidroksiklorokin gruplar1 ile Sepsis, ¢inko ve hidroksiklorokin ile birlikte ¢inko verilen grup
arasinda farklilik bulunmamustir. Tedavi gruplarindan sadece hidroksiklorokin grubu sepsis

grubundan anlamli derecede daha diisiik bulunmustur.

Bowman boslugu dilatasonu (resim 4) agisindan ise sepsis grubu kontrol grubundan
sadece sayisal olarak yiiksek (p>0.05) olsa da aralarinda anlamli bir farklilik bulunmamuistir.
Hidroksikolorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin ile birlikte ¢inko gruplar1 sepsis grubundan

istatistiksel olarak daha diisiik bulunmustur.
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Glomerular atrofi (resim 4) bakimindan kontrol, hidroksikolorokin, ¢inko ve
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup arasinda farklilik olmadigi, bu gruplardan
kontrol, Hidroksikolorokin, ¢inko ve gruplarinin sepsis grubundan istatistiksel olarak daha
diisiik oldugu belirlendi. Hidroksikolorokin grubu sayisal olarak sepsis grubundan daha az

olsa da aralarinda anlamli bir farklilik olmadi goriildii.

Mononiikleer Lenfosit Infiltrasyonu (resim 5) agisindan yapilan incelemede kontrol,
Hidroksikolorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup arasinda
farklilik olmadig1 ve bu gruplarin sepsis grubundan anlamli oranda daha diisiik oldugu tespit

edildi.

Hemoraji (resim 5) bakimindan ise hidroksikolorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin ile
beraber c¢inko verilen grubun kontrol gurubu ile benzer oldugu belirlenirken, tedavi
gruplarindan sadece hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubun sepsis,

hidroksikolorokin, ¢inko gruplarindan anlamli seviyede daha diisiik oldugu goriildii.
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Sekil 4.1. Deney gruplarina ait 6rnek bobrek glomeriillerinin histolojik mikrograflar.

a: kontrol grubundaki H&E boyamali bobrek glomeriilii olup yildiz isareti saglikli glomeriilii, ok basi ise
bowman kapsiiliinii gostermektedir. b: Sepsis grubundaki H&E boyamali bobrek glomeriiliinii géstermekte
olup yildiz igareti glomeriiler atrofiyi ve bowman kapsiilii geniglemesini gostermektedir. c: Cinko grubundaki
H&E boyamali bobrek glomeriilii olup ok basi bowman kapsiilii genislemesini ok isareti ise glomeriiler
vakuolizasyonu géstermektedir. d: Hidroksiklorakin grubundaki H&E boyamali glomeriilii gostermekte olup
ok isareti glomeriiler vakuolizasyonu yildiz ise glomeriiler atrofiyi gistermektedir. e: Hidroksiklorokin ile
birlikte ¢inko verilen gruptaki H&E boyamali bébrek glomeriiliinii gdstermekte olup ok isaretleri
vakuolizasyonu, ok bast ise bowman kapsiilii geniglemesini gostermektedir.
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Sekil 4.2. Deney gruplarina ait 6rnek bobrek interstisyel dokusunun histolojik mikrograflar.

a: Kontrol grubu H&E boyamali normal bébrek interstisyum dokusu b: Sepsis grubunda H&E boyamal
bobrek dokusunun interstisyumu olup ok basi kanama, yildiz isareti mononiikleer infiltrasyonu géstermektedir.
c: Cinko grubu H&E boyamali normal bobrek interstisyumu d: Hidroksiklorokin grubunda H&E boyamali
interstisyumu olup yildiz isareti kanamayi gostermektedir. e: Hidroksiklorokin ile bilikte ¢inko verilen grubun
H&E boyamali Interstisyumu olup yilidiz isareti mononiikleer infiltrasyonu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Deney gruplarina ait 6rnek bobrek tiibiillerinin histolojik mikrograflari.

a: Kontrol grubuna ait H&E boyamali bobrek dokusuna ait olup yildiz isareti saglikli bobrek tiibiiliinii
gostermektedir. b: Sepsis grubuna ait H&E boyamali bobrek tiibiilii olup yildiz isareti cast formasyonunu ok
isaretleri tiibiiler dilatasyon ve nekrozu gostermektedir. c: Cinko grubuna ait H&E boyamali bobrek tiibiilii
olup yildiz isareti tiibiiler dilatasyonu gostermektedir.
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Tablo 4.1. H&E boyama sonuglar1.

Tiibiiler Glomeriiler Interstisyel
= £ = 55 .z oz Bz
55 £¢%¢ .5 £% S5Ezigz =22 %
F 2 2 22 5 R £ .5 é 55 s s e
2 28 © ES EZ£EEZEE cS= £
2 B2 E SE gz<s=x 28 2
s 3 & O3 2 O S .5
o >
[
Grup 1
p. 56 23 8 20 39 24 17 31
Sepsis (Kontrol)
Grup 2
rup' . 18 3 0 14 3 1 8 13
Sepsis+Cinko
Grup 3
Sepsis+Hidroksiklorokin 24 6 2 4 18 9 7 21
Grup 4 Sepsis+Cinko+
Hidroksiklorokin 2 1 ! 29 9 4 7 2
Grup 5
R 12 0 3 10 31 5 3 16
Sham
Toplam 179 220 125
Tablo 4.2. PAS boyama sonuglar1.
Tiibiiler Glomeriiler Interstisyel
— =
= 3 s g% sz 3z Bz
52 =% & % ES5=z3g =2z F
=3 &2 £ 58 E&HE 5T T8 s
- g2 = £ 2 8% E & s & =
2 = =2 S S = 2Z< o<« S = =
= = Z —_— Mmoo — S = m
a £ 2 U= 2] &) s =
= < >
= o
Grup 1 Sepsis 38 16 - - 32 9 - -
Grup 2 Sepsist+Cinko 21 4 - - 18 4 - -
Grup 3
Sepsis+Hidroksiklorokin 1 4 ) 4 B B B }
Grup 4 Sepsis+Cinko+
Hidroksiklorokin 2 ? - - 19 5 - -
Grup 5 Sham 15 2 0 0 16 1 0 0
Toplam 142 108 0

Olusturulan Sepsis modelinde tubuloepitelyal nekroz 20 Kat, Mononikleer
Infiltrasyon 11 kat, Tubuler dilatasyon yaklasik 3,5 kat, Hemoraji yaklasik 3,5 kat, Tiibiiler
cast olusumu yaklasik 2,95 kat, Glomeriiler Atrofi yaklasik 2,9 kat, Glomeriiler
Vakuolizasyon yaklasik 2 kat, Glomeriil boslugunda artis yaklasik %33 kat artmistir. Bu
sonuclar gére hemoraji ve mononiikleer infiltrasyon bulgulari inflamasyon oldugunu ve
sepsis modelimizin basarili oldugunu gostermektedir. Tiibiil ve glomeriilleri

karsilastirdigimizda tiibiillerin sepisde oncelikle etkilendigi diistiniilmektedir. Tiibiiliin
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sepsisten etkilenmeside beklenildigi sekilde olmus olup, 6ncelikle tiibiiler hiicreler nekroza
ugramis, nekroz sonrasinda hiicreler 61diigii i¢in tiibiiller de genisleme ve dilatasyon olmus
ancak tiibiil tek basina epitel hiicresinde olusmadigi i¢in scaffoldu (yani iskeleti nispeten
daha 1yi korunmustur. Ancak cast olusumundan anlayacagimiz iizere iskeleti korunmayan
ve yapist geri doniilmez sekilde bozulan tiibiillerde mevcuttur. Septisemide toksin ve
mikroorganizmalarin ilk temasta bulundugu yer glomertillerdir, dekapitasyon siiresi goz
Oniine alindiginda inflamasyonun biraz daha ge¢ evresinde glomeriiler hasarin
histopatolojisi degerlendirmis gibi go6ziikmektedir. Burada beklenen glomeriillerde
vakuolizasyon bowman boslugunun artmasi ve atrofiydi sonuglar tam tersini gostermektedir.
Sepsisin glomeriilleri etkilemesi ile bobrekte hasar olmus, hayvanlar sakrifiye edildiginde
artik sepsisin etkinligi glomertilden tiibiilusa kaymis gibi goriinmektedir. Cinkonun etkinligi
hidroksiklorokinde fazla olmus olup Ozellikle her ii¢ tedavi seklide tiibiiluslardaki
irreversible hasart Onlemislerdir. Bu cast olusumunun azalmasindan anlagilmaktadir.
Glomeriillerdeki Vakuolizasyon, Bowman boslugunda artma ve atrofi siralamasi en giizel
tedavi gruplarimizda goriiliiyor. Sepsisde olay atrofi boyutundayken
Hidrolsiklorokin+Cinkoda vakuolizasyon evresinde kalmis tek basina Cinkoda ise bowman

boslugunda artma yasanmistir

Glomeriile etkin Tedavi siramiz: Cinko = Cinko + Hidroksiklorokin>

Hidroksiklorokin

Tiibiile etkinlik siramiz ise tedavide: Cinko> Hidroksiklorokin > Hidroksiklorokin +

Cinko seklindedir.

Her ii¢ tedavide mononiikleer infiltrasyonu baskilamis bu da inflamasyonun

kontrollii devam etmesini ve hasarin bliylimesinin dnlenmesini saglamistir.

4.2. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Tablo 4.3. Biyokimyasal parametreler istatistik sonuclari.

Groups Wbc_ Neutrop_hils LymphoSytes

x+SX) xX*+SX) x+SXx)
Grup 1 Sepsis 6 6.73 £ 0.86* 2.58 +1.18» 3.13+£0.622
Grup 2 Sepsis+Cinko 6 3.93+0.14 1.58 £0.13% 2.07+0.17%
Grup 3 Sepsis+Hidroksiklorokin 6 3.67+£0.54° 1.88 £0.55° 1.40£0.21°
Grup 4 Sepsis+Hidroksiklorokin+Cinko 6 4.58 £ 0.48* 3.42+0.46% 1.46 + 0.42b
Grup 5 Sham-Kontrol 6 4.20 + 0.88¢ 1.08 +0.25° 2.70 £0.61%
p *(0.023) *(0.037) *(0.039)

18



Wbc acisindan  yapilan incelemede sepsis  olusturulan  gruptakilerden
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubun sayisal olarak yiiksek oldugu belirlense de
aralarindaki farkin anlamli olmadigi, ancak sepsis grubunun hidroksiklorokin, ¢inko ve sham
gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. Hidroksiklorokin,
c¢inko, hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup ve Sham gruplari arasinda ise farklilik

bulunmamastir.

Notrofil agisindan yapilan incelemede Cinko, hidroksiklorokin ile beraber ¢inko
verilen grup ve Sepsis gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenirken,
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubun sham grubundan anlamli diizeyde daha
yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. Ayrica hidroksiklorokin, ¢inko, sepsis ve sham gruplari

arasinda da farklilik bulunmamustir.

Lenfosit acisindan yapilan incelemede ise sepsis grubunun hidroksiklorokin ve
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen gruptan anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
(p<0.05) belirlenirken, cinko, sepsis ve sham gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik
bulunamamistir. Bununla birlikte hidroksiklorokin grubu, ¢inko grubu, hidroksiklorokin ile
beraber ¢inko verilen grup ve Sham gruplar1 arasinda da istatistiksel bir farklilik olmadigi

tespit edilmistir.

Tablo 4.4. Biyokimyasal parametreler istatistik sonugclari.

Gruplar n IL-6_ PCT_
x£SX) x+SX)

Grup 1-Sepsis 6 95.04 + 5.85% 1314.82 +51.90
Grup 2-Cinko 6 68.91 +3.18¢ 1232.48 + 77.41
Grup 3-Hidroksiklorokin 6 67.08 £3.59¢ 1161.83 +76.88
Grup 4-Hidroksiklorokin+Cinko 6 80.15 £ 4.07% 1184.08 + 63.00
Grup 5-Sham (Kontrol) 6 102.40 £ 9.25° 1392.93 + 68.99
p **% (0.000) NS (0.130)

IL-6 agisindan yapilan incelemede sepsis ve sham gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi belirlendi. Sepsis ve hidroksiklorokin ile birlikte ¢inko verilen grup arasinda
anlamli bir fark bulunmadigi belirlendi. Ancak sepsis grubunun hidroksiklorokin ile birlikte
¢inko verilen grup arasinda, sham grubunun da hidroksiklorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin

ile birlikte ¢inko verilen gruptan anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).

PCT agisindan yapilan incelemede Sepsis ve Sham grubu Hidroksiklorokin, Cinko
ve hidroksiklorokin ile birlikte ¢inko verilen gruptan sayisal olarak yiiksek olsa da gruplar

arasinda istatistiksel bir farklilik olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).
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Histoloji ve biyokimyasal sonuglara birlikte bakildiginda sepsisin basarili bir sekilde
olusturuldugu histolojik bulgular ve biyokimyasal parametrelerden wbc, nétrofil ve 16kosit
artisindan anlagilmaktadir. Ancak biyokimyasal parametrelerden IL-6 ve PCT diizeyleri
histolojik bulgular ve diger biyokimyasal parametrelerden farkli olarak sepsis ve diger tedavi
gruplart arasinda beklenen istatistiksel anlamli farklilik gostermemistir. Histolojik
bulgularda tedavi gruplar1 daha az doku hasarina sahip iken PCT diizeyinde gruplar arasinda

ongoriilenden farkli olarak istatistiksel farklilik saptanamamuistir.
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Tablo 4.5. Histolojik inceleme istatistik sonuglari.

c TubDil TubEpNec Cast GloVac BowBos GloAtr MonlInf Hem
rup
x+SXx) x£SX) x+SXx) & +SX) x+SXx) &+SX) x+SX) &+SX)
Grup 1
Sensi 7.8340.842 3.25+0.412 1.38+0.322 3.50+0.462 5.92+0.572 2.92+0.602 2.88+0.402 4.75+0.902
epsis
Grup 2
3.25+0.41% 0.58+0.29% 0.00+0.00¢ 2.57+0.43? 1.75+0.49° 0.42+0.19° 1.14+0.40° 2.86+0.74%
Sepsis+Cinko
Grup3 2.9240.63%  0.91£039%  038£0.18*®  090£023°  2.81£0.35%  1.10:031®  1.00£0.33>  3.25:0.53
Sepsis+Hidroksiklorokin
Grup 4 b acd ¢ a be b b b
Sepsis+CinkorHidroksiklorokin 3.67+0.36 1.67+0.38 0.17+0.17 4.83+0.60 2.33+0.36 0.75+0.18 1.00+0.45 0.00+0.00
Grup 5
2.2540.25¢ 0.17+0.11° 0.2540.13b 0.83+0.27° 3.92+0.48% 0.50+0.19° 0.2540.13" 1.3340.41%
Sham- Kontrol
kkk skokosk kk skskk skoksk kk sk skkosk




5. TARTISMA

Onemli bir halk saglig1 problemi olan sepsis, her yil milyonlarca insani etkilemekte
ve insidansi1 giderek artmaktadir (1). Istatistiksel olarak, kiiresel sepsis insidans1 10.000
kiside 43,7'dir ve bunlarin tahminen %70'1 ensefalopati, %47,5'1 bobrek hasar1 ve %37,3'i
septik sok ile komplikedir ve yillik 6liim oran1 %40'1r. Sepsis, enfeksiydz bir ajana orantisiz
viicut tepkisinden kaynaklanan organ disfonksiyonunu temsil eder ve en yaygin organ hasari,
%50'ye varan oranda akut bobrek hasaridir. Bu bilgi ile, Diinya Saglik Orgiitii sepsisi kiiresel
hastalik kontrolii i¢cin bir oncelik haline getirdi. Son zamanlarda, sepsis mortalitesinin
azaltilmasinin yonetimi, genellikle sivi resiisitasyonuyla ve antibiyotikler uygulamasidir,
ancak uygun uygulama dozu, tatmin edici olmayan etkinlik ve yiiksek ikincil hastalik riski

gibi sorunlar da mevcuttur (37).

Intraabdominal sepsisin klinik seyrini yakindan taklit eden sican ¢ekal ligasyonu ve
ponksiyonu (CLP) modeli septik arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir (38).
Calismamiz da CLP modeli ile olusturulmus bir abdominal sepsis modelidir. Calismamizda
abdomen acilarak ¢cekum perfore edilmis, sonrasinda ¢ekum minimal bir basi ile fekal

icerigin ¢ekum c¢evresine bulagmasi saglanarak sepsis olusturulmustur (10,29,39,39).

Artan bazi giincel kanitlar, ayn1 zamanda otofajinin farmakolojik bir inhibitdrii olan
antiinflamatuar ve antimalaryal ila¢ hidroksiklorokin'in idrar akis hizinda, glomeriiler
filtrasyon hizinda ve sodyum atiliminda 6nemli bir uyaran olarak bobrek fonksiyonunu
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Baz1 proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini azalttigi
ancak non-lizozomotropik mekanizma ile anti-inflamatuar etki gosterdigi gosterilmistir. IL-
6 ve tlimor nekroz faktorii (TNF)-a, hiicre adezyon-molekiil ekspresyonunda artig, oksidatif
stres gelisimi akut bobrek hasari sirasinda meydana gelen degisikliklerden sadece birkagidir.
Hidroksiklorokin tedavisinin insan monositleri ve T hiicrelerinde IL-1 ve IL-6 iiretimini
inhibe ettigi gbsterilmistir. Baz1 yeni arastirmalar, hidroksiklorokin uygulamasimin bobrek
fonksiyonundaki diisiisii ve tipik serum pro-inflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler TNF-a
ve IL-10 dretimini azalttigini gostermektedir. Her seyden once, hidroksiklorokin
farmakokinetik profili, ilacin bobrege kolayca ulastigini varsaymamizi saglar. Mevcut
kanitlar, sicanlarda akut veya kronik olarak uygulanan hidroksiklorokin bobrek hiicrelerinde

birikmesi nedeniyle, bobrek fonksiyonunu etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (40). Son
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kanitlar, hidroksiklorokin lipopolisakkarit (LPS) veya CpG oligoniikleotit (CpG ODN) ile
stimiilasyondan sonra makrofajlar veya monositler tarafindan proinflamatuar sitokin
{iretimini inhibe ettigini gdstermistir.In vivo olarak, hidroksiklorokin proinflamatuar sitokin
salinimini azaltarak fareleri 6liimciil LPS veya CpGODN dozlarindan korumustur. Ayrica,
hidroksiklorokin fareleri sepsis kaynakli akut bobrek hasarindan korumus ve serum
inflamatuar sitokin diizeylerini diistirmiistiir (41). Hidroksiklorokin LPS ile indiiklenen
bobrek hasarindaki nefroprotektif etkileri, inflamatuar yanitin inhibisyonuna baglanabilir.
Hidroksiklorokin bobrek hasarinin tedavisinde rol oynayabilir, ancak bunu dogrulamak igin
daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. Hidroksiklorokin tedavisi, sicanlarda doku nekroz
faktorii alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), IL-18, BUN ve kreatinin degerlerini 6nemli 6lgiide
azaltti. Hidroksiklorokin grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda, bobrek hasari olan
siganlarda yiiksek mobilite grubu protein 1 ve bobrek hasari molekiilii-1 seviyelerinde de

onemli distsler vardi (42).

Cinkonun bagisiklik sistemi i¢in gerekliligi 1960'lardan beri bilinmektedir ve bu bilgi
o zamandan beri genislemektedir. Immiin sistem igin énemi cesitli farkli mekanizmalara
dayanmaktadir, bagisiklik sisteminin islevselligini ve Ozellikle enflamatuar siireglerde
bagisiklik cevabi igin esastir. Serum ¢inko konsantrasyonundaki bir diisiislin de bagisiklik
hiicrelerinin sayisin1 ve olgunlagmasimi etkiledigi gosterilmistir. Bir fare ¢inko eksikligi
modeli kullanilarak, lenfopoezin asagi regiilasyonu ve miyelopoezin yukar regiilasyonu
bulundu. Bununla birlikte, takviyenin ¢inko grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
yaratmadig1 da gozlendi. Bunlarin bir¢ogunda, sepsis indiiksiyonundan 6nce ¢inko takviyesi,
kontrol grubuna kiyasla daha iyi hayatta kalma, daha diisiik serum proinflamatuar sitokin
konsantrasyonlari, daha diisiik bakteri ytikii veya daha iyi pulmoner fonksiyon gibi yararh
etkiler gostermistir. Sepsisin ayirt edici 6zelligi olan ve sepsis sirasinda konagin enfeksiyona
kars1 diizenleme bozuklugunda O6nemli bir faktdr olan proinflamatuar sitokinlerin ve
SIRS'nin agir1 iiretimi gibi ¢inko eksikliginin diger semptomlar1 da sepsis sirasinda
bulunmustur (43). Klinik ve deneysel kanitlar, ¢cinkonun akut sistemik hastalik veya major
cerrahi iglemlerden sonra erken yanit ve iyilesmede Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Sepsis, travma ve hemorajik soka yanit olarak plazma ¢inko seviyeleri
diiserken ¢inko, karaciger ve dalak gibi metabolik ve immiinolojik olarak aktif organlarda
birikmektedir. Siddetli Zn eksikliginin iyilesmeyi geciktirdigi ve major cerrahi, peritonit
veya sepsis sonrast mortaliteyi arttirdigi iyi bilinmektedir. Bulgularimiz, hafif ¢inko
kisitlamasinin dahi lokal doku yaralanmasi veya manipiilasyonuna karst bolgesel

inflamatuar yanitlar1 degistirebildigini gosterdi. Sitokinlerin dordii ile ilgili olarak, ¢inko

23



eksikligi olan diyetle beslenen fareler icin sepsisin akut fazinda, TNF-a, IL-6 ve IL-10
tepkilerinin amplifikasyonu ile 6nemli dlctide farkli tepkiler gozlendi (44).

Yaptigimiz deneysel c¢alismada alinan bobrek preparatlarinda inceledigimiz
kesitlerden Tubular dilatasyon, Tubular epiteliyal nekroz, Cast olusumu, Bowman boslugu
dilatasonu, Glomerular atrofi, Mononiikleer Lenfosit Infiltrasyonuacisindan yapilan
incelemede kontrol, Hidroksikolorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko
gruplarinin sepsis grubundan beklendigi iizere anlamli derecede diisiik oldugu (p<0.001)
tespit edilirken, Hidroksikolorokin, ¢inko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko gruplari
arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmedi. Glomerular vakuolasyon agisindan yapilan
incelemede kontrol ve hidroksiklorokin gruplar ile Sepsis, ¢inko ve hidroksiklorokin ile
beraber ¢inko arasinda farklilik bulunmamastir. Tedavi gruplarindan sadece hidroksiklorokin

grubu sepsis grubundan anlamli derecede daha diisiik bulunmustur.

TNF ve IL-6, enfeksiyona kars1 immiinolojik yanitin aracilar1 olarak gérev yapan
sitokinlerdir ve potansiyel olarak sepsisin biyobelirtegleri olarak yararli olabilir. Timdr
nekroz faktorii (TNF) ve interlokin-6 (IL-6), SIRS {ireten ii¢ proinflamatuar sitokin ve ayrica
C-reaktif protein (CRP), potansiyel biyobelirtecler olarak arastirildi. IL-6, ozellikle
otoimmiin romatizmal bozukluklarin tan1 ve tedavisinde potansiyel klinik kullanimlari i¢in
incelenmigtir. IL-6 sepsis i¢in spesifik degildir, sepsisin bir biyobelirte¢ olarak rolii tanisal
degil prognostik olabilir. Bir dizi ¢alisma, septik hastalarda artan IL-6 diizeylerinin artan
mortalite ile iliskili oldugunu gostermistir. Kemokinler, adaptif bagisiklik sistemini organize
etmedeki rolleri nedeniyle biyobelirte¢ olarak kullanilabilen baska bir sitokin grubudur.
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-6'nin ytiksek seviyeleri, kemik iliginde polimorfoniikleer
l6kositlerin (PMN'ler) artan iiretimine yol agar. Serum prokalsitonin ve interlokin-6

sepsisin tanisal belirtecleri olarak bildirilmistir (38).

Lokositler, esas olarak periferik kan mononiikleer hiicreleri, makrofajla aktive edilen
adipositler ve endotelyal hiicreler potansiyel olarak in vivo tiroid dist ProCT iiretimine
katkida bulunabilir ve enfekte dokuda parankimal hiicreleri toplayarak dolagimdaki ProCT
ve NPCT'deki belirgin artisa katkida bulunabilir. Sepsisin zararli bir biyobelirteci olarak
yararliligr genis capta kabul gormekte ve ProCT ve NPCT'nin proinflamatuar etkilerinin
CALCR/CALCRL iizerindeki etkisiyle iliskili olabilecegi One siiriilse de ProCTmin
inflamatuar yanitin bir aracis1 olarak tam rolii ve islevi hala tartisiimaktadir (13).

Calismamizda hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden ¢alisilan parametrelerden

Wbce, agisindan  yapilan incelemede Sepsis olusturulan  gruptakilerden

hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubun sayisal olarak yiiksek oldugu belirlense de
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aralarindaki farkin anlamli olmadigi, ancak Sepsis grubunun Hidroksiklorokin, Cinko ve
Sham gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi.
Hidroksiklorokin, Cinko, hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup ve Sham gruplari

arasinda ise farklilik bulunmamustir.

Notrofiller, bakterilerin yayilmasini ve yayilmasini sinirlamada 6nemli bir rol oynar
ve viicudun ilk savunma hattini temsil eder, nd PMN'nin enfeksiyon bolgesine migrasyonu
sepsiste enfeksiyonun kontroliinde 6nemlidir. Periferik kandaki PMN sayisindaki degisiklik

de sepsiste dnemli bir parametredir (13).

Notrofil agisindan yapilan incelemede Cinko, hidroksiklorokin ile beraber ¢inko
verilen grup ve Sepsis gruplan arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenirken,
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubunun Sham grubundan anlamli diizeyde daha
yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. Ayrica Hidroksiklorokin, Cinko, Sepsis ve Sham gruplari

arasinda da farklilik bulunmamustir.

Lymphocytes agisindan yapilan incelemede ise Sepsis grubunun Hidroksiklorokin ve
Hidroksiklorokin+Cinko gruplarindan anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu (p<0.05)
belirlenirken, Cinko, Sepsis ve Sham gruplari arasinda énemli bir farklilik bulunamamastir.
Bununla birlikte Hidroksiklorokin, Cinko, hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup

ve Sham gruplari arasinda da istatistiksel bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir.

Parankimal hiicreler (karaciger, akciger, bobrek, adipositler ve kas dahil) sepsiste en
bliyiik doku kiitlesini ve dolasimdaki ProCalcitonin'in baslica kaynagini saglar.
ProCalcitonin'in enflamatuar salinimi, dogrudan mikrobiyal toksinler (6rn., endotoksin)
yoluyla veya dolayli olarak hiimoral veya hiicre aracili bir konak cevabi ile (6rn., IL-1,
TNF-o ve IL-6) indiiklenebilir. Bununla birlikte, mikrobiyal enfeksiyon altinda
noroendokrin olmayan dokularda sentezlenen ProCT'min islevi su anda belirsizdir. Bu
mekanizmalarin ayrintilar bilinmemektedir ve sepsiste yiiksek konsantrasyonlarda dolagan
NPCT'in patofizyolojik rolii de dahil olmak iizere daha fazla ¢aligmayi hak eden birkag
cevaplanmamis soru vardir (13). Sepsiste ylikselen CRP, IL-8 ve TNF-a gibi halihazirda
kullanilan SIRS belirtecleri, diger bir¢ok inflamasyon sirasinda da yiikselir. PCT, sepsisi
SIRS'den hizli ve giivenilir bir sekilde ayirt edebilen degerli bir belirteg gibi gériinmektedir
(45).

PCT agisindan yapilan incelemede Sepsis ve Sham grubu Hidroksiklorokin, Cinko
ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup sayisal olarak yiiksek olsa da gruplar

arasinda istatistiksel bir farklilik olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).
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Yaptigimiz ¢calismada PCT agisindan yaptigimiz incelemede tiim gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklilik saptanmamistir. Basta sham ve sepsis grubu olmak {izere
anlaml hi¢bir farkin olmamasi ticari kit veya biyokimya cihazi ile alakali teknik sorunlar

diistindiirmektedir.

IL-6 acisindan yapilan incelemede Sepsis ve Sham gruplart ile Sepsis ve
hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grup arasinda anlamli bir fark bulunmadig
belirlendi. Ancak Sepsis grubunun Hidroksiklorokin ve Cinko gruplarindan, Sham grubunun
da Hidroksiklorokin, Cinko ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen grubun anlamh

diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).

Calismamizda kullandigimiz bir diger biyokimyasal sepsis marker olan IL-6
sonuglarinda yine PCT diizeylerinde oldugu gibi sepsis ve sham gruplar1 arasinda anlamli
farklilik saptanamamistir. Bu durum o6n planda ticari kit ve biyokimya cihaz sorunu
diisiindiirmektedir. Diger gruplarda ise; Sepsis grubunun Hidroksiklorokin ve Cinko
gruplarindan, Sham grubunun da Hidroksiklorokin, Cinko ve hidroksiklorokin ile beraber

¢inko verilen grubundan anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).
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6. SONUC

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda sepsiste olumlu etkileri gdsterilmis olan
hidroksiklorokin ve ¢inkonun sepsis modelinde beraber verilmesi durumunda
hidroksiklorokin ¢inkonun hiicre zarinda por olusturarak hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonunu

artirmasina ragmen sepsise bagli organ hasarinda bir degisiklige yol agmamaktadir.

Cinko, Hidroksiklorokin ve hidroksiklorokin ile beraber ¢inko verilen gruplardaki

tedavilerinin sepsis durumunda bobre organ hasarin1 6nlemede aralarinda fark yoktur.
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