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OZET

SICANLARDA CEKAL BAGLAMA VE DELME YONTEMI iLE
INDUKLENEN SEPSiS MODELINDE ROSUVASTATININ AKCiGER
DOKUSU UZERINE ETKIiSi

Sepsis, mortalitesi %30-90 arasinda degisen 6nemli bir saglik sorunudur.
Sepsisin patogenezi enfeksiyonlara karsi sistemik inflamatuar yanittir. Statinlerin
kolesterol diisiiriicii etkilerinden farkli pleiotropik etkileri olan anti-inflamatuvar,
antioksidan ve immunomodiilatér 6zellikleri vardir. Yiiksek derecede pleiotropik
etkilere sahip olan rosuvastatin diger statinlerden farkli olarak enzim baskilama
Ozelligine sahiptir. Rosuvastatinin anti-inflamatuar etkisini gosteren ¢ok az sayida
calisma literatiirde mevcut olmakla birlikte sepsise etkisi degerlendirilmemistir.
Sepsisin doku hasar1 sonucu olusan otofaji ve indiiklenmis apoptozun literatiirde
herhangi bir etkisine dair bulgu yoktur. Amacimiz rosuvastatinin akciger dokusu
hasarma karsi olan etkisini degerlendirmek i¢in ¢ekal baglama ve delme (CLP)
yontemi ile indiiklenen deneysel sepsis modelini kullanmaktir. Her grupta Sprague-
Dawley sicanlar1 olacak sekilde 6 deney grubu olusturuldu: Sham, CLP,
CLP+Rosuvastatin (10 mg/kg), CLP+Rosuvastatin (20 mg/kg), Sham+Rosuvastatin
(10 mg/kg), Sham+Rosuvastatin (20 mg/kg). Rosuvastatin uygulamasi cerrahi
islemden 5 saat 6nce, ayni anda, oral yol ile yapildi. Antioksidan 6zelligi i¢in GSH,
oksidatif strese yanitinin belirlenmesi i¢in de MDA ve 8’OHdG analiz edildi.
Sepsisin inflamasyon yolaklarindaki rosuvastatin etkinligi immiinohistokimyasal
olarak NF-«xf/65 ve kaspas-3 ekspresyonlari ile degerlendirildi. Otofaji igin Beclin-1,
LC3 ve sepsis sonucunda indiiklenen apoptoz icin Bcl-2, Bax genlerinin
ekspresyonlarinin analizi yapildi. Rosuvastatinin sepsis sonucu olusan doku hasarina
koruyucu etkisinin varligi ve en etkin dozun ise 10 mg/kg oldugu tespit edildi.
Bununla birlikte, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz ve otofaji hiicresel
yolaklarindaki rolii ile bulgularimiz desteklenmis oldu. Teropatik acgidan zorlayici,
karmasik ve yiiksek orandaki mortalite 6zellikleri olan sepsise rosuvastatin gibi
yaygin kullanilan bir ilacin tedavi edici etkisi 6nemli bir bulgudur. Calisgmamizin
bulgular rosuvastatinin farkli tedavi stratejilerine 1s1k tutacak ve olagan etkilerinin
ortaya cikarilmasina kolaylik saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Rosuvastatin, CLP, Akciger
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ROSUVASTATIN ON LUNG
TiSSUE iN THE SEPSiS MODEL INDUCED BY CECAL
LiGATION AND PUNCTURE iN RATS

Sepsis continues to be an important health problem due to its mortality rate of
30-90% despite modern treatments. Its pathogenesis includes the systemic
inflammatory response to infection. It has been shown that statins have pleiotropic
effects with their antioxidant, anti-inflammatory and immunomodulatory aspects
independent of their cholesterol-lowering effects. Rosuvastatin has more enzyme-
suppressing properties than other statins as well as higher pleiotrophic effects.
Although a few studies showing the anti-inflammatory effect of rosuvastatin are
available in the literature, its effect on sepsis has not been evaluated. In addition,
there is no finding in the literature regarding the effect of rosuvastatin on apoptosis
and autophagy induced as a result of tissue damage in sepsis. Our aim was to
evaluate the effect of rosuvastatin against lung tissue damage in an experimental
sepsis model induced by the cecal ligation and puncture (CLP) method. Six
experimental groups were designed with Sprague-Dawley rats in each group: Sham,
CLP, CLP+Rosuvastatin (10 mg/kg), CLP+Rosuvastatin (20 mg/kg),
Sham+Rosuvastatin (10 mg/kg), Sham+Rosuvastatin (20 mg/kg). Rosuvastatin was
administered concurrently orally, 5 hours before the surgical procedure. MDA and
8'OHdG were analyzed to determine the response to oxidative stress, and GSH was
analyzed for its antioxidant property. The efficacy of rosuvastanin in the
inflammation pathways of sepsis was evaluated immunohistochemically by NF-
kP/65 and caspas-3 expressions. Expressions of Bcl-2 and Bax genes for sepsis-
induced apoptosis, and Beclin-1 and LC3 genes for autophagy were analyzed.
Rosuvastatin had a protective effect on tissue damage caused by sepsis and the most
effective dose was 10 mg/kg. However, its role in oxidative stress, inflammation,
apoptosis and autophagy cellular pathways was supported by our findings. The
therapeutic effect of a widely used drug such as rosuvastatin in sepsis, which has
therapeutically challenging, complex and high mortality features, is an important
finding. The findings of our study will shed light on the different potential effects of
rosuvastatin and contribute to the formation of new treatment strategies.

Keywords: Sepsis, Rosuvastatin, CLP, Lung
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GIRIS

Sepsis i¢in hangi yontem denenmis olursa olsun benzer oranda iyi sonuglar
bildirilmekle birlikte tedavide yeni yontem arayislari devam etmektedir. Yapilan
caligmalarda var olan tedavi yontemlerinin digerine istiinliigli kanitlanmadig
belirtiliyor. 1yi kalitede metodolojik ¢alismalarin gerceklestirilme siirecinde
karsilagilan sorunlarin basinda, ¢alismalarin ¢cok uzun zaman boyunca takip edilmesi
gerekmektedir. Erken donemde birgok yontem iyi sonu¢ vermekle beraber zaman
igerisinde bu iyilesme devam etmemektedir (Bosmann & Ward, 2013). Bu nedenle
geleneksel tedavi yontemlerinin yani sira akcigerin iyilesmesini artiracak ve farkli
sistemler iizerinde olumsuz etkilere yol a¢mayacak daha giivenli ajanlarin
kesfedilmesi ve bu etkinin mekanizmasi ya da mekanizmalarinin gosterilmesi ana
hedeflerimizden biridir.

Son ¢alismalar, 3-hidroksi-3-metilglutaryil koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz
inhibitorleri olarak da Dbilinen statinlerin, anti-inflamatuar, antioksidan ve
immiinmodiilator etkileri ile vaskiiler endotelyal hiicre fonksiyonunun iyilestirilmesi
de dahil olmak iizere faydali etkilere sahip oldugunu gostermistir (Saadat, Roshan,
Aslani, & Boskabady, 2020).

Rosuvastatin disinda diger statinlerin sepsis ile ilgili klinik ¢alismalarda
mortaliteyi azalttii, hayvan caligmalarinda ise organ hasarim diisiiriicii etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Rosuvastatinin 6zellikle sepsisin indiikledigi organ hasaria
etkisini gosteren bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.(Quirk, Thornton, &
Kirkpatrick, 2003)

[k defa bizim ¢alismamiz ile ¢oklu hiicresel yolaklar analiz edilerek sepsisin
indiikledigi doku hasarina rosuvastatinin etkisi degerlendirilecektir.

Boylelikle CLP'Tmin neden oldugu inflamasyonun patofizyolojisi ve
etiyolojisinde inflamatuar mediatorlerin roliinlin gosterilmesi, rosuvastanin'in sitokin
ve serbest oksijen radikallerini 6nlemedeki koruyucu roliiniin ve sepsis tedavisinde
iyilestirmeyi hizlandirici etkisinin gosterilmesi (Dejager, Pinheiro, Dejonckheere, &

Libert, 2011) en biiyiik hedeflerimiz igerisinde yer almaktadir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Sepsis

“Bakteriyemi” dolagim sisteminde canli bakteri bulunmasi olarak tanimlanir
(EROGLU & KIRBAS, 2020).

“Enfeksiyon” ise genellikle, mikroorganizmalarin varligina veya normalde
steril olan konak¢i dokularin bu organizmalar tarafindan istilasina kars1 verdigi
inflamatuar cevaptir (Al-Khafaji, Sharma, & Eschun, 2017).

“Sistemik Inflamatuar Yamit Sendromu (Systemic Inflamatuar Response
Syndrome — SIRS), mikroorganizmalarla kontamine olan veya olmayan etkenler
nedeniyle hematolojik ve immiinolojik yanitlarin tiim alanlarinda meydana gelen
olaylarin toplamidir. Es zamanli SIRS enfeksiyonu sepsistir.(EROGLU & KIRBAS,
2020).

Asagida verilen kriterlerden 2 veya daha fazlasinin ayni anda goriilmesi ile
klinik olarak SIRS tanis1 konulur:

1. Viicut 1s1s1 >38 °C ya da <36 °C olmasi

2. Kalp atis hiz1 >90/dk olmasi

3. Solunum hiz1 >20/dk ya da PaCO2 <32 mmHg olmas:

4. Lokosit sayist >12000 /mm3 ya da <4000 /mm3 olmas: ya da periferik
yaymada

%10’un iizerinde bant formunun bulunmas: gerekmektedir. (Giinal & Barut,
2009).Sepsis tanisinin konulabilmesi i¢in bu kriterlerin yaninda enfeksiyonun da
kanitlanmas1 gerekir (Gilirkan & COBANLI, 1999). Enfeksiyon kaynagindan
stiphelenilen  SIRS, sepsis olarak adlandirilir. Bu nedenle, pozitif kiiltiirlerle
enfeksiyonun dogrulanmasi, en azindan erken asamalarda zorunlu degildir. Bir veya
daha fazla ii¢ organ yetmezligi olan sepsise “agir sepsis”, intravaskiiler voliim
doluluguna ragmen hemodinamik instabiliteye “septik sok” denir (Chakraborty &
Burns, 2019).

Ug organda islev bozuklugu olan olgularda mortalite %80-100'e yiikselmistir
(Giirkan & COBANLI, 1999).



1.1.1. Sepsis Epidemiyolojisi

Amerika Birlesik Devletleri'nde siddetli sepsisin 100.000 niifus basima 300
vaka oldugu tahmin edilmektedir. Bu vakalarin yaris1 yogun bakim {initesi disinda
meydana gelmektedir. Siddetli sepsis gelisen hastalarin dortte biri hastaneye yatiglari
sirasinda  Olecektir. Septik sok, %50'ye yaklasan en yiiksek Oliim oraniyla
iligkilidir. Organ yetmezliginin kiimiilatif yiikii, hem yetersiz organ sayisi hem de
organ islev bozuklugu derecesi acisindan Sliimiin en giicli 6n goriiciisiidiir. 2003
yilinda, Martin ve meslektaglari, Amerika Birlesik Devletleri'nde son 20 yilda
septisemi insidansinda ve septisemiye bagli Sliimlerde bir artis buldular. Niifusun
yaglanmasi, kronik saglik kosullarinin artan yiikii ve imminosupresif tedavi,
transplantasyon, kemoterapi ve invaziv prosediirlerin artan kullanimi nedeniyle bu
egilimin devam etmesi beklenmektedir. Yogun bakim iinitesinde daha uzun siire
kalan ve giderek daha fazla hasta olan hastalarda genis spektrumlu antibiyotiklerin
daha sik kullanilmasi, muhtemelen zamanla bakteri direncinin artmasina neden
olmustur. Siddetli sepsise neden olan organizmanin tipi, sonucun Onemli bir
belirleyicisidir. En son ¢aligmalar gram pozitif organizmalarin artan bir insidansini
one siirse de, en son Avrupa Yogun Bakimda Enfeksiyon Yayginligi (EPIC II)
calismas1t daha fazla gram negatif organizma bildirdi (%62.2'ye karst %46.8).
Enfekte eden organizmalarin paternleri Onceki calismalara benzerdi; baskin
organizmalar Staphylococcus aureus (%20.5), Pseudomonas tiirleri (%19.9),
Enterobacteriaceae (esas olarak Escherichia coli, %16.0) ve mantarlar (%19).
Acinetobacter enfeksiyonlarin %9'unda yer almistir ve farkli bélgelerde enfeksiyon
oranlarinda 6nemli farkliliklar vardir (Kuzey Amerika'da %3,7 ve Asya'da %19,2).
Cok degiskenli lojistik regresyon analizinde hastane mortalitesi ile iliskili tek
organizmalar Enterococcus, Pseudomonas ve Acinetobacter tiirleriydi (Mayr, Yende,
& Angus, 2014).



Tablol. Sepsis etiyolojisinde yer alan baslica mikroorganizmalar

Gram (+) bakteriler: %30-50 Gram (-) bakteriler:%30
MSSA Escherichia coli
MRSA Pseudomonas aeruginosa
Diger stafilokok tiirleri Klebsiella Pneumoniae
Streptococcus pneumoniae ve diger streptokok tiirleri Diger enterobasiller
Enterokoklar Haemophilus influenzae
Gram (+) anaeroblar Gram (-) anaeroblar

Diger

Fungal Ajanlar: %3-6

Viral etkenler: %2-4

Paraziter ajanlar: %1-3

Polimikrobial: %13

1.1.2. Sepsis Patofizyolojisi

Sepsis patofizyolojisi olduk¢a karmasik yapidadir. Mikroorganizmalarin
toksinleri ve hiicresel yapilart dolasim sisteminde bulunan mononiikleer fagositleri,
endotel hiicreleri ve diger hiicreleri Uyararak giliclii mediyatorlerin ortaya ¢ikmasina
neden olurlar. Bunlarin en 6nemli olanlari; tiimor nekrosis faktor alfa (TNF-a),
interlokin- 1 (IL-1), interlokin- 2 (IL-2), interlokin- 6 (IL-6) ve trombosit aktive eden
faktordiir. Mediyatorlerin  salinmasimi takip eden siiregte kompleman sistemi,
koagiilasyon sistemi, kinin ve fibrinolizis sistemi aktive olur. Tiimor nekroz faktorii
alfa, sepsis patogenezinde merkezi bir rol oynar. Calismalar, IL-1, IL-6 ve TNF'nin
yilksek plazma seviyeleri ile mortalite arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
gostermistir. Bazofil ve mast hiicrelerinden artan histamin salimimi ile birlikte
kompleman sisteminin uyarilmasi ve polimorfoniikleer hiicre (PNL) aktivasyonu,
diiz kaslarda vazokonstriksiyon, kapiller permeabilitede artma ve hipotansiyonda
ilerleme olusur. Endotel permeabilitesini artiran bir bagka faktér de ndtrofillerin
degraniilasyonu sonucunda olusan lizozomal enzimler ve toksik oksijen

radikalleridir. Artan permeabilite ve endotel hasari mikrotrombiis olusumunu




kolaylastirir. Endotel hasar ve mikrotrombiisler, organ yetmezliginin ilerlemesini
saglar. Sepsiste en c¢ok organ yetmezligi akciger, karaciger, bobrek ve Kkalp
yetmezligidir (Gotts & Matthay, 2016).

1.1.2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, antioksidan ve oksidalar arasindaki dengenin oksidan sistem
lehine bozulmasi, lipid peroksidasyonu ve serbest reaktif/radikal oksijen iirtinlerinin
salinmasi sonucu organizmalarda hiicresel hasarin olugmasidir. Organizmanin
oksidatif strese karsi savunma mekanizmalar1 (antioksidan mekanizmalar) yetersiz
kaldig1 durumda hiicrelerde oksidatif hasar gelisir ve fonksiyonlar 6nemli 6l¢iide
bozulur. Oksidatif stres bir¢ok hastaligin patogenezinde kritik 6neme sahip oldugu
icin hastaligin siddeti artmaktadir. Bu mekanizma, yaslanma siireci ve kalp damar
hastaliklari, dejeneratif norolojik hastaliklar, kanser, bobrek yetmezligi, kisirlik, kas
ve karaciger hastaliklari, sepsis gibi birgok hastaligin etiyolojisinden sorumludur.
Aerobik organizmalarin normal metabolizma basamaklarinda, oksijen kullanilarak
besinlerin enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda oksijen molekiilii indirgenir ve yan
uriinler olarak cesitli serbest radikaller ve hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid
peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Serbest radikaller, reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak siniflandirilir (Tabakoglu & Durgut,
2013).

Sepsis, bir enfeksiyona ilk konak¢i yanitinin artmasi ve diizensizlesmesi
sonrasinda gelisir, bu da dolasim degisikliklerine ve septik soka yol acar. En yaygin
sonuglar, bozulmus vaskiiler gegirgenlik, kardiyak islev bozuklugu ve solunum
bozukluguna yol acan mitokondriyal islev bozuklugudur. Sepsisle uyarilan miyokart
hasar1 patogenezi acik degildir, ancak kalp kas hiicrelerinin ¢ok mitokondriyal
disfonksiyon patofizyolojik mekanizmasinda onemli bir rol oynar; oksidanlar ve
8antioksidanlar da 6nemli bir rol oynar. Normalde viicuttaki oksidan ve antioksidan
sistemler arasinda bir denge vardir; “Oksidatif stres”, oksidan seviyeleri, septik
stirece katkida bulunan ve organ hasarina yol acabilen antioksidanlarin seviyelerini
astiginda ortaya c¢ikar. Sepsis kaynakli organ yetmezligi sirasinda goriilen
inflamatuar yanit ve kalic1 oksidatif stres, mitokondride nihayetinde mitokondriyal

disfonksiyona ve hiicre 6liimiine yol agan degisiklikleri indiikler. Genel olarak kabul



edilen teori, sepsisin bir patojene karst kontrolsiiz bir inflamatuar yaniti temsil
etmesidir. Anti-inflamatuar ajanlar kullanilarak ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olsa da,
cogu herhangi bir yararli etkiyi tanimlayamadi ve bu nedenle yukarida belirtilen
hiper-inflamasyon hipotezini sorguladi. (Nagar, Piao, & Kim, 2018)

1.1.2.1.1. Malondialdehit (MDA)

Uc¢ ya da daha ¢ok cift bag igeren coklu doymamis yag asitlerinin
parcalanmasiyla, lipid peroksidasyonunun en 6nemli belirteglerinden birisi olan iig
karbonlu dialdehit olan molondialdehit (MDA) olusur. Ortaya ¢ikan MDA; enzim
aktivitesi, hiicre deformasyonu, iyon taginmasi Ve hiicre yiizeyi bilesenlerinin
toplanmasi gibi membran 6zelliklerinde degisikliklere yol agar. Antioksidan/oksidan
dengesinde; Serbest radikallerin {iretiminde artis olmasi, antioksidanlarin inaktif veya
yetersiz olmasi gibi sebeblerle bozulmasi "Oksidatif Stres" yaratarak, oksidan
maddelerin hiicresel yap1 ve molekiillerde birikmesine ve ¢esitli fizyolojik olaylarin
bozulmasina neden olur. ROS'un yararli ve zararl etkileri arasindaki hassas dengeyi
korumak c¢ok 6nemlidir. Aerobik organizmalarda serbest radikallerin neden oldugu
hasar1 onlemek i¢in, radikal olusumunu Onleyen ve hasar1 azaltan antioksidanlar
olarak bilinen ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Antioksidanlar, diisiik
konsantrasyonlarda oksidan maddelerle karsilasir ve hedef molekiiliin oksidasyonunu
geciktirir veya engeller. Antioksidan enzimler serbest radikalleri azaltarak hasarin
onlenmesinde rol oynar. Serbest radikalleri baglayarak ya da daha zayif yeni bir
molekiile donistiirerek aktivitelerini azaltirlar ya da serbest radikalleri kendilerine
baglayarak reaksiyon zincirini kirar/onarir gibi davranirlar (Tabakoglu & Durgut,

2013)

1.1.2.1.2. Glutatyon

Glutatyon canlilarda bulunan bir antioksidandir. Indirgenmis glutatyon,
peroksitler, lipit peroksitler, serbest radikaller ve agir metaller gibi reaktif
oksijenlerin sebep oldugu onemli hiicre bilesenlerinin hasar gérmesininin Oniine
gecer. Glutatyon, farkli reaksiyonlar igin indirgeme kapasitesi saglar ve hidrojen
peroksitin ve diger peroksitlerin detoksifiye edilmesinde ve serbest radikallerin

olusumunda 6nemli bir rol oynar (Pastore et al., 2001). Ayrica Glutatyon, hiicrenin



okside-rediiksiyon dengesinin diizenlenmesinde de gorev alir. Hiicreden toksik
metabolitleri uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde hiicrelerdeki siilthidril
grubunun devamliligini saglar. Dokularda bulunan glutatyon miktarida indirgenmis

glutatyon tayini (GSH) ile belirlenir (Ottaway, 1989).

1.1.2.1.3. 8-OHdG

Serbest radikal tiiretiminin artmasit ve antioksidan savunmanin azalmasi
sonucunda oksidatif stres meydana gelebilir. Bu sebeple oksidatif stres durumu,
antioksidan tiiketimi, antioksidan miktarlarindaki azalma ya da metabolitlerindeki
artis degerlendirilerek Olgiilebilir. Ayrica, oksidatif DNA hasarinin belirteci olan 8-
hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG) 6l¢iilmesi oksitatif stres durumunu gosteren
analiz yontemleridir.(Kelek, 2021). Niikleer ve mitokondriyal DNA'da, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanosin (8-OHdG) ya da 8-okso-7,8-dihidro-2 '-deoksiguanozin (8-oksodG),
serbest radikal kaynakli baskin formlardan biridir. Oksidatif lezyonlar ve bu nedenle
oksidatif stres ve karsinojenez icin bir biyobelirte¢ olarak yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Valavanidis, Vlachogianni, & Fiotakis, 2009).

1.1.2.2. Hiicre Hasan

Hiicre hasari, bircok sebebe bagli olarak enzim defektlerine neden olan
genetik mutasyonlardan fiziksel travmalara kadar cesitli mekanizmalarla gelisebilir:

Doku hipoksisi — nekrozun en sik nedenlerinden biridir ve soktaki en temel
hiicre 6lim sebebidir. - Kimyasal etmenler — ozellikle toksik ajanlar hiicresel
diizeyde nokroz ile sonuglanabilirler.

- Fiziksel etmenler — her tiirlii travma doku nekrozuna sebep olabilir.

- Serbest oksijen radikalleri — hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonu,
hiicresel proteinlerin oksidatif modifikasyonu ve DNA hasart olusumu nedeniyle
hiicresel hasara ve hiicre 6liimiine sebep olurlar.

- Enfeksiyonlar — gerek mikroorganizmalarin direk etkileri gerek ise
endotoksin aracilt mediyatorlerin neden oldugu metabolik yolaklar hiicre 6liimii ile

sonlanabilir.



- Immiin reaksiyonlar — enfeksiydz ajanlardan bagimsiz olarak ortaya
cikabilen immiinolojik reaksiyonlar da (anaflaksi, otoimmiin hastaliklar gibi) geri
dontistimlii ya da geri doniisiimsiiz hiicresel hasar nedeni olabilirler.

-Kalitsal hastaliklar — 6zellikle DNA diizeyindeki ufak degisikliklere neden
olan veya enzim bozukluklar1 ile seyreden genetik bozukluklar, hiicre 6liimiinii
tetikleyebilir.

- Malniitrisyonlar — protein, vitamin ve mineral eksiklikleri ile dengesiz diyet
alimlar1 hiicresel hasara sebep olabilmektedir.

Hiicrede hasar yaratma potansiyeline sahip etmenlere maruziyet siiresi ve
etmenlerin hasarlayici giici onemlidir. Ayrica hiicrenin i¢inde bulundugu durum ve
uyum saglayabilme kapasitesi de hasarin derecesini belirler. Hiicre hasarina neden
olan etmenlerin ana hedefleri sunlardir:

- Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve ATP sentezi

- Hiicre ve hiicre i¢i organellerin membrani

- Protein sentez basamaklar1

- Hiicrenin genetik materyali

Hipoksiye veya ortamdaki toksinlere bagli olarak mitokondride oksidatif
fosforilasyonun azaldig1 durumlarda, hiicre i¢i ATP iiretimi de azalir veya tamamen
durur. Hiicre i¢ci ATP’nin tiikenmesinden ilk etkilenen yapilardan biri de hiicre
membranindaki aktif transport yapan — yani enerji bagimli — sodyum-potasyum
pompasidir (Na+-K+ -ATPaz) ve bu pompanin islevinin kaybi intraseliiler iyonik ve
osmotik homeostazisin bozulmasiyla sonuglanir. Sodyum ve su hiicre iginde
birikirken, potasyum hiicre disina kacar; sonucta hiicre siser (Bohm ve ark., 2006;
Krysko ve ark., 2008). ATP eksikligi benzer sekilde kalsiyum (Ca2+) pompasinin da
disfonksiyonuna neden olur ve hiicre icerisinde kalsiyum depozitleri olusmaya
baslar. ATP eksikligi/yoklugu hiicrenin temel yapisini olusturan proteinlerin de
sentezinin aksamasina yol agar. Aerobik solunumun bozulmasi da hiicreyi anaerobik
solunuma zorlar ki ortaya ¢ikan anaerobik solunum son {iiriinii laktat, hiicre i¢i pH’1n
diismesine neden olur ve bu durumda niikleer kromatin bozulur ve kromatin
agregatlari olusur (Kumar ve ark., 2009). Mitokondriyal hasar, mitokondri ig
membranindaki gegirgenligin bozulmasina ve oksidatif fosforilasyonun bozulmasina

neden olur. Ayrica bu mitokondriyal hiicre hasari, elektron transport zincirinin temel



elemanlarindan birisi olan sitokrom C’nin sitozole sizmasina yol agar. Dolayisiyla
hiicre, aerobik solunum yapamaz hale gelir (Kumar ve ark., 2009). Hiicre hasarinda
ya da doku iskemisi sonrasindaki reperflizyonu takiben serbest oksijen radikalleri
olusur. Serbest oksijen radikalleri, normal oksidatif solunumda da olussa da
genellikle gesitli antioksidan mekanizmalarla katalaz, siiperoksit dizmutaz, gliitatyon
peroksidaz gibi — ortamdan uzaklastirilirlar. Ancak bu denge bozuldugunda ve
ortamda oksijen radikalleri artmaya basladiginda hiicre hasar1 ortaya ¢ikar ya da var
olan hasar derinlesir. Reaktif oksijen tiirevleri 6zellikle hiicre membran lipidlerinin
peroksidasyonu yoluyla sitozol membranin biitiinliigiiniin bozulmasinda rol oynar.
Ayrica hiicrenin yapisal ve islevsel proteinleri ile genetik materyalini de hasarlarlar
(Lushchak, 2016).Secici gegirgen yapidaki hiicre membranin bu 6zelligini
kaybetmesi, 0zellikle hiicresel nekrozun temel 6zelliklerinden birisidir. ATP kaybu,
Ca?* tarafindan indiiklenen fosfolipazlarin aktivasyonu ya da oksidatif stres
nedeniyle gelisen lipid peroksidasyonu disinda, bakteriyal endotoksinlerin, viral
antijenlerin, litik kompleman proteinlerinin ve fiziksel/kimyasal etmenlerin direk
etkisiyle de sitozolik membran hasarlanabilir ve biitiinliigii kaybolabilir. Hiicre
zarmin biitiinliigliniin korunamamasi hiicrenin kaybiyla sonuglanir (Kumar ve ark.,

2009).

1.1.2.3. inflamasyon

Inflamasyon, konakgiy1 enfeksiyondan ve gevresel zararlardan koruyan dogal
bir savunma sistemidir. Doku onarimi siirecinde ve enfekte veya hasarli dokularda
homeostazin siirdiiriilmesinde ve konakgiya zarar veren patojenlerin hapsedilmesinde
aktif bir rol oynar. Inflamasyon, kronik inflamasyon ve akut inflasmasyon olarak
ikiye ayrilir. Akut inflamasyon, viicuttaki inflamatuar faktorlere verilen ilk yanittir.
Kronik inflamasyon ise inflamasyonlu bolgedeki hiicrelerin progresif olarak
bozulmasi ile karakterize olmustur. Bdylece diisiik ve yiiksek dereceli kronik
inflamasyon olarak siniflandirilmistir. Yiiksek dereceli kronik inflamasyon
sonucunda hasar olusan bolgede veya sistemik dolasimda aktif inflamatuar hiicre
seviyesinin ve inflamatuar belirteglerin etkisinin arttig1 gézlenmektedir. Bununla
birlikte, diisiik dereceli kronik enflamasyonda, inflamatuar belirtecler az veya

onemsizdir ve doku infiltrasyonunun bir Ornegi olarak artan proinflamatuar



sitokinlerle birlikte, bagisiklik hiicrelerinde, 6zellikle makrofajlarda ve insiiline
bagimli dokulardaki T hiicrelerinde goriiliir. Simdiye kadar sepsiste rol oynayan
sitokinler TNFa, interl6kinler, graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF)
ve interferon gamadir. TNFa, sepsis patofizyolojisinde saptanan en giiglii
mediatérdiir (Bodur & Unal, 2019).

1.1.2.3.1. TNF-a

TNF-alfa'nin iki formu vardir, zarda lokalize protein (transmembran) ve
¢Ozlinir sitokin. TNF-alfa, viicutta fazla bulunan iki TNF reseptorii olan TNFR-I ve
daha ¢ok bagisiklik sistemi, endotelyal ve sinir sistemi hiicrelerinde bulunan TNFR-
IT ile etkilesime girer. TNFR-I, ¢oziiniir bir ligand tarafindan aktive edilirken, TNFR-
IT genellikle zarda lokalize bir form tarafindan aktive edilir. Transmembran TNF-
alfa, hedef hiicreler lizerindeki reseptorlerine baglanarak bolgesel inflamasyonun
hiicreden hiicreye temasta ve hiicre tipine 6zel sekilde diizenlenmesine katki saglar.
Transmembran TNF-alfa'nin farkli hiicrelerdeki ekspresyon diizeyi, fizyolojik ve
patolojik siireclerde yer alir (BASLILAR & AYDIN). Normal sartlarda karacigere
alman yag asidi artttkca VLDL serum TG diizeyi de artacaktir. Yiiksek doz
lipopolisakkaritlerde ise LPL enzim aktivitesinin baskilanmasi1 nedeniyle TG
katabolizmas1 olusamaz ve serum TG diizeyi tekrar yiikselir. Goriilebilecegi gibi,
hafif veya siddetli bakteriyemi sonunda serum TG diizeylerinde bir artisa yol
acgacaktir. Sitokinlerin TG metabolizmasi {izerinde bulunan etkileri karmasik olsa da,
sonug hipertrigliserideminin faydasina olacaktir. Ornegin; IL-1, IL-6, IFN-alfa, TNF-
alfa, TNFbeta, trombositi aktive eden faktor hepatik TG iiretimini arttiriyorken, IFN
gama, IL-2, IL-4 TG iiretimini artirmaz. 1nﬂamasyona neden olan baska bir faktor
olmamasma ragmen, izole hipertrigliserideminin kendisi proinflamasyon ile
iliskilidir. Hipertrigliseridemi ile CRP, IL-6, IL-8, monosit kemoatraktan protein-1
ve TNF-alfa seviyeleri yiikselir (Akker & Utku, 2020).

1.1.2.3.2. NFkB/p65
Transkripsiyon faktorii NFkB/p65, immiin ve inflamatuar yanitlarin kritik bir
diizenleyicisidir. Memelilerde, NF-kB/Rel ailesi bes tiyeden olusur: p50, p52, p65

(Rel-A), c-Rel ve homo- veya heterodimerler olusturan ve inhibitor ile inaktif bir

10



kompleks olarak kalan Rel-B proteinleri. Dinlenme hiicrelerinde kB proteinleri adi
verilen molekiiller. Iki farkli NF-kB sinyal yolu tarif edilmistir: 1) &ncelikle
patojenler ve enflamatuar aracilar tarafindan aktive edilen kanonik yol ve 2)
cogunlukla gelisimsel ipuglar1 tarafindan aktive edilen kanonik olmayan yol.
Kanonik yol patolojik uyaranlar tarafindan aktive edilen NF-xB formu p65:p50
heterodimerdir. Aktive edilmis p65'teki orantisiz artis ve ardindan efektor
molekiillerin transaktivasyonu, romatoid artrit, inflamatuar bagirsak hastaligi, multipl
skleroz ve hatta ndrodejeneratif patolojiler gibi bircok kronik hastaligin
patogenezinin ayrilmaz bir pargasidir. Bu nedenle, NFxB/p65 sinyal yolu, yogun ila¢
kesfi ve gelisimi i¢in ¢ok Onemli bir nokta olmustur. Bu derleme, p65 aracili
sinyallesmeye genel bir bakisla baslar, ardindan kronik inflamasyon baglaminda
NF«kB/p65'1 dogrudan hedefleyen stratejilerin tartisilmasiyla baslar(Giridharan &
Srinivasan, 2018).

1.1.2.4. Apoptoz

Direk hasarlayici maddelerle veya uyum saglayamayacaklari bir stres ile karsi
karsiya kaldiklarinda hiicrelerde hasar meydana gelir. Siirecin basinda bu hasar geri
dontistimlii olabilse de siirekli maruziyet hiicrenin 6limi ile sonlanir. Siirecin ilk
donemlerinde hiicrede oksidatif fosforilasyon azalir, hiicrede temel enerji birimi olan
adenozin trifosfat (ATP) kaybi ortaya ¢ikar. ATP kaybina bagli olarak hiicre i¢i iyon
konsantrasyonu bozulmaya baslar ve intraseliller kompartmana su girisi olur;
dolayisiyla hiicre simeye baslar. Eger hasarlayici etken vaya stresor faktor ortadan
kaldirilabilirse bu donem ¢ogunlukla geri doniistimliidiir. Geri doniisiimsiiz sathanin
hangi asamada basladigini sdyleyebilmek i¢in kesin bir belirteg olmamakla birlikte,
hasar goéren hiicrenin kromatinin erimesi (piknoz, karyoreksis ve karyolizis
asamalari), intraseliiler kalsiyum depozitleri ve seliller membranin biitiinliigliniin
bozulmasi, hiicrenin geri doniisiimsiiz sathada oldugunu gosterir ve siire¢ nekroz ile
sonuglanir. Apoptotik mekanizma ile programli olarak 6liime giden hiicrelerde ise
hiicresel bir sisme degil, tam tersine kiiciilme goriiliir, kromatin kondanse olur ve
lipid diziliminde yapisal degisiklikler olsa da membran biitiinliigii bozulmaz (Kumar
ve ark., 2009).
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Apoptozis; gelismis olarak smiflandirilan organizmalarda hiicreler arasinda
gerek goriilmeyen ve islev fonksiyonlari bozulmus hiicrelerin, ¢evreye zarar
vermeyecek sekilde programlandirilmis oliimiidiir. Apoptozdaki temel morfolojik
olay, c¢ekirdegin yogunlagsmasi ve ardindan pargalanmasidir. Kromatin normalde
karisik yogun bir yapidadir ve daha daginik bir goriiniime sahiptir (L. Mis ve A. C.
Yeltekin).

Sekil 1. Normal hiicre ve apoptotik hiicre

Hiicre, apoptozda siiperkondens yapiya gecerek niikleus zar1 altinda kresentik
gortiniim olusturur. (Sekill). Apoptoz iki ana yolla baslatilir. Bunlardan ilki hiicre
disindan pozitif (TNF a varlig1) veya negatif (biiyiime faktorii yoklugu) indiiklenerek
gerceklersir. Ikinci yol ise hiicre iginde endoplazmikretikulum stresi, DNA hasari
veya mitokondriden indiiklenen intrensek yol. apoptotik siire¢ hiicre i¢i veya hiicre
dis1 mekanizmalarla baglasa dahi kaspazlar adi1 verilen proteolitik enzimler tarafindan
gerceklestirilir.

Apoptozun asamalart:

- Apoptozun indiiksiyonu

- Hiicre yiizeyinde bulunan 6lim reseptorlerinin uyarilmasi, Sitokrom c’nin

serbest birakilmasi

- Apoptozomun olusumu (Apaf-1,sitokrom c, kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyelinin degismesi
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- Kaspaz enzim grubunun aktiflesmesi

- Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine taginmasi

- DNA-az’1n aktiflesmesi sonucunda DNA’nin fragmentasyonu

- Yapisal proteinlerin yikilmasiyla apoptozise ait morfolojik degisikliklerin
gerceklesmesi (L. Mis ve A. C. Yeltekin).

1.1.2.4.1. Bcl-2

Bcl-2 proteini (B-hiicreli lenfoma 2), Bcl-2 protein ailesinde anti-apoptotik
gorev yapan proteindir. Bcl-2 ile iligkilendirilmis protein ailesi, apoptotik hiicre
olimiinii indiikleyen (bax, bak, bim) ve baskilayan (bcl-2, bcl-x) birgok proteinden
olusur. Hiicre yasayabilirligi, bu gen ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelerinin nispi oranma baghdir. Bax geninde kodlanan protein, Bcl-2 protein
ailesinde bulunur. Bcl-2 ailesi tiyeleri, heterodimer ya da homodimerler olusturur.
Farkli hiicresel aktivitelerde bulunan anti-apoptotik ya da pro-apoptotik diizenleyici
olarak iglev goriir (Patty, Safitri, & Saraswati, 2020).

Bu protein Bcl-2 ile bir heterodimer olusturur ve bir apoptotik aktivator
olarak islev goriir. Bax ile Bcl-2 arasindaki iliski ve oran ayrica bir apoptotik uyariy1
takiben bir hiicrenin hayatta kalmasini veya 6liimiinii belirler. Bu heterodimerlerden
Bcl-2/Bax oranininda artis ya da azalisin olmasi apoptozun inhibisyonu veya
aktivasyonuyla sonuglanir. Bcl-2/Bax orani artarsa apoptoz inhibe edilir. Bcl-2/Bax

oran1 azalirsa pro-apoptotik olay gergeklesir (Aksit & BILDIK, 2008).

1.1.2.4.2. Bax

Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2/Bax gen ailesi tarafindan saglanmaktadir. Bu
ailenin 20 {iyesi tespit edildi; bunlardan birkag1 apoptoz inhibitorii (antiapoptotik)
iken, digerleri apoptozu uyararak proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bax
(proapoptotik) proteinleri, apoptotik sinyali aldiktan sonra mitokondri zarinin iyon
gecirgenligini azaltir. Zarda gerceklesen degisiklikler sebebiyle mitokondri zarinda
bulunan sitokrom ¢ ve AIF (Apoptoz Indiikleyici Faktor) gibi faktorler sitoplazmaya
gecer. AIF dogrudan yogunlastirllmis kromatine ve pargalanmis c¢ekirdege
yonlendirilirken, sitoplazmadaki sitokrom c apoptozun son asamasinda yer alir.

Sitokrom c, sitoplazma proteini olarak bilinen Apaf-1'e baglanir ve prokaspaz-9'u
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aktiflestirir. Olusan bu kompleks 'apoptozom' olarak adlandirilir. Bir dizi kaspaz
aktivasyonunun olusumu Prokaspaz-9'un aktiflesmesi ile gerceklesir ve apoptozun
diizenlenmesi devam eder (Aksit & BILDIK, 2008).

1.1.2.4.3. Kaspaz-3

Programlanmis hiicre Oliimiiniin (apoptoz) Onemli aracilar1 kazpazlardir.
Kaspaz-3, birden fazla 6nemli hiicresel proteinin 6zel boliinmesini katalizleyen
cokca aktive edilen 6liim proteazidir. Bununla beraber, bu (veya baska herhangi bir)
kaspazin apoptozdaki 6zel gereksinimleri simdiye kadar bilinmiyordu. Kaspaz-3
aktivasyonunda ki yollar, mitokondriyal sitokrom-c salinimina ve kaspaz-9
fonksiyonuna bagimli ya da bagimsiz olarak tanmimlanmistir. Kaspaz-3, diger
apoptotik senaryolarda doku, hiicre tipi veya 6liim uyarisi i¢in 6zellikle 6nemli ya da
esastir. Kaspaz-3 apoptoz i¢in gereklidir ve galisilan tiim hiicre tiplerinde apoptotik
kromatin yogunlagmasi ve DNA pargalanmasi igin zorunludur. Bu sebeple kaspaz-3,
hiicre lizisi ve apoptotik cisimlerin olusumu i¢in onemlidir, ancak hiicre canlilig
taahhiidiiniin kaybinda veya oncesinde de islev gorebilir (Porter & Jénicke, 1999).
Bu nedenle caligmamizda, sepsis sirasinda apoptoz patogenezinde kaspaz-3'iin

roliinii belgelemek i¢in kaspaz-3-pozitif apoptotik hiicrelerini degerlendirdik.

1.1.2.5. Otofaji

Otofaji, protein yikimi ve organel dongiisii gibi homeostatik islevleri
koruyan, evrimsel olarak korunmus bir katabolik siirectir. Geleneksel olarak, otofaji,
hiicresel strese yanit olarak hiicrenin kalite kontrolii igin bir hayatta kalma
mekanizmasi olarak diisiiniilmiistiir. Ek olarak, otofaji patojen enfeksiyonu, hipoksi,
besin tiikkenmesi veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi hiicresel stres tarafindan
tetiklenebilir. Hiicrenin zor sartlara uyum saglamasini saglayan bu 6zelligi ile hayati
organlan tiiketerek 6liime neden olur (Karadag, 2016). Tip II programli otofajik
hiicre 6liimiinde en goze ¢arpan morfolojik degisiklik, sitoplazmada olusan iki ya da
daha c¢ok katmanli zarla (iist iiste iki ya da ¢ok fazla lipit tabakasi) g¢evrilmis
vezikiillerin olugsmasidir. Bu vezikiiller sitoplazma fragmentleri ve/veya mitokondri,
endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri igerir. Bu sebeple otofajik vezikiiller,

tasima vezikiilleri ve stres vezikiillerinden farkli olarak elektron mikroskobunda
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“elektronca yogun” olarak gorilir. Son olarak otofaji vezikiilleri lizozomla
birleserek iclerinde tasidiklari yiikiin lizozomal enzimlerle parcalanmasini saglar

(Arslan, Korkmaz, & GOZUACIK, 2011).

Sekil 2. Normal hiicre ve otofajik hiicre

Kaynak. Levine & Yuan (2005)

Artmis otofajiye sahip hiicrelerde programlanmig 6liim, apoptozdan ¢ok farkl
morfolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir. Kromatin yogunlagmasi gibi niikleer
spesifik degisiklikler, apoptotik hiicre oliimiine gore otofajik hiicre 6liimiinde ¢ok
daha sonra meydana gelir. Oliim kaspaz aktivitesine bagli olmadig: i¢in apoptoz
olusumu gozlenmez. Ayrica otofajide Olii hiicrelerin fagositozla temizlenmesi
apoptoza gore ¢ok daha ge¢ ve diizensiz bir sekilde gergeklesir. Tiim bu gbzlemler ve
veriler, otofajik hiicre 6liimiinii farkli bir 6lim tiirii olarak siiflandirmanin dogru

oldugunu gostermektedir (Arslan et al., 2011).

1.1.2.5.1. Beclin-1

Beclin-1, otofajik programlanmis hiicre 6liimiine dahil olan tiimorijenez ve
norodejenerasyonda 6nemli bir rol oynar (Zhong et al., 2009). Beclin 1, Bcl-2'nin bir
etkilesim ortagr olarak kesfedildi ve basta tiimorijenez olmak iizere bir¢ok
mekanizmada yer aliyor (Alkurt). Bcl-2, belcin-1 gibi anahtar otofajik proteinlerle
dogrudan etkileserek otofajinin diizenlenmesinde rol oynar. Bcl-2, otofaji proteini
Beclin-1 ile dogrudan etkilesim yoluyla otofajiyi inhibe eder (Karadag, 2016).

15



1.1.25.2.LC-3

LC3, otofaji substrat se¢ciminde ve otofagozom biyogenezinde islev gordigii
otofaji yolunda merkezi bir proteindir. LC3 geni: MAP1 LC3B mikrotiibiil ile iliskili
protein 1 hafif zincir 3 beta.LC3, otofagozomlarin en yaygin kullanilan belirtecidir
(Menna-Barreto, 2016).

LC-3 otofaji de rol oynayan proteinler igerisinde bulunur. Otofajinin
regiilasyonunda en 6nemli proteindir. Otofajinin hiicresel yolakta nasil yol izledigini
anlamak i¢in LC3-11/LC3-I orani kullanilir. LC3-I, sitoplazmanin igerisinde bulunur
ve otofaji aktive edildikten sonra, otofagozom igerigi tamamen bozulur (CAN).

1.1.3. Sepsis ve Septik Sokta Prognoz

Sistemik inflamatuar yanit sendromu bulgularinin bir enfeksiyona baglh
olarak ortaya c¢ikmasi “sepsis” olarak tamimlanir. Sepsis ile birlikte doku
perfiizyonunun azaldig1 ya da organ disfonksiyonu gelistigi durumlarda “agir sepsis”
tanimi kullanilmaktadir. Siddetli sepsiste hipotansiyon vardir: Sistolik kan basinci
<70 mm Hg'dir. Sepsise bagli bu hipotansiyon uygun sivi replasmanina ragmen
diizelmezse “septik sok™ evresindedir. Septik sok, serum laktat diizeyinde artis,
oligiiri, konflizyon doku perflizyonunun azaldigini gosteren bulgulardir. Siddetli
sepsis ve septik sokta mortalite ¢ok yiiksektir. Septik sok sepsis hastaligi olanlarin
cogunda goriiliir ve septik sok geciren hastalarin ¢ogunlugu oliir. Mortaliteyi
azaltmak ancak erken tani ve destek tedavisi ile onlenir (CALANGU).

1.1.4. Sepsis ve Septik Sokta Tam ve Tedavi

Sepsis tanis1 konulmus hastalara antibiyotikle tedaviye baglanilabilmesi icin
uygun kiiltiir 6rneklerinin alinmasi gerekir. En az biri periferik venden olmak iizere
en az iki kan kiiltiirii alinmalidir. Ayn1 zamanda kiiltiir i¢in damarda 48 saatten fazla
kalmis kateterlerden de kan orne§i almir. Bunun disinda gerekli goriilen biitiin
ornekler (irin, idrar, trakeal, balgam, aspirat) alinarak mikrobiyolojik incelemesi
yapilir. Enfeksiyonu belirlemek i¢in hastanin durumuna gore tibbi goriintiileme

yontemleri (CT, USG, eko,) kullanilir (CALANGU).
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Septik sokta enfeksiyon siliphesi ve/veya viicut isisinda anormallik ( her
yasta 38 0 C , >3 ay >38,5 0 C) olan hastalar degerlendirilmeye alinir (Duman et al.,
2018).

Sepsis ve septik sokta odagin saptanmasi ve kontroliinden sonra, antibiyotik
tedavisi, siv1 tedavisi, vazopressorler, inotropik tedavi steroid tedavisi ve rekombinan
“human” aktive protein C (rhAPC) tedavileri uygulanir (CALANGU).

1.1.5. Septik Akciger Hasar1

Sepsis, inflamatuar mediatorlerin aktivasyonuna ayni zamanda salinmasina
sebep olur. Akut akciger hasar1 (ALI) ve/veya akut solunum yetmezligi sendromu
(ARDS) gelismekte olan sistemik inflamatuar yanit sendromuyla iligkilidir. Akciger
hasar1 patofizyolojisinde asir1 oksidan iiretimi sonucu antioksidan savunma
sisteminin yoklugu ya da yetersiz antioksidan savunmasmin yer aldigi
diistiniilmektedir. Savunma, bu oksidatif mekanizmalarla savasmak ve organizmayi

oksidatif strese kars1 korumak igin gelisir (Demirbilek et al., 2004).

1.1.6. Deneysel Sepsis Modelleri

Sepsis tedavilere, antibiyotiklere, immiinoterapi ajanlarina ve yeni tedavilere
ragmen %90'a varan cok fazla mortalite oran1 gosterdigi igin yogun bakim
tinitelerinde Oliime neden olan bir saglik sorunudur. Bu sebep ile sepsis diinya
tizerinde insanlarda ve deney hayvanlarinda en ¢ok arastirma yapilan hastaliklardan
birisi olmustur. Klinik ¢alisma Oncesi ilaglarin hayvan deneylerinde denenmesi ve
incelenmesi gerekli oldugundan ve hayvanlarin da refahini tehdit eden hastalik
olmas1 nedeniyle hayvanlarda kullanilan bir¢cok sepsis modeli vardir. Sepsis
modelleri arasinda fekal sepsis modelleri, lipopolisakkarit (LPS) gibi eksojen
toksinin enjeksiyonu ile olusturulan sepsis modeli, ekzojen bakterinin inflizyonu ya
da agilanmasiyla olusturulmus sepsis modelleri bulunmaktadir.

Sepsis olusturulmasi i¢in kullanilan kronik deneysel sepsis hayvan modelleri
3’e ayrlir: a) Lipopolisakkarit (LPS) gibi ekzojen bir toksinin enjeksiyonuyla
olusturulan b) Fekal c¢) eksojen bakterinin inflizyonu veya asilanmasi ile

olusturulanlardir.
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Lipopolisakkarit (LPS) ekzojen toksinin enjeksiyonuyla olusturulmus sepsis
modellleri; Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakterilerle LPS elde edilir. LPS  toz
halinde satilir ve deneyde sepsis modeli olusturmak i¢in suda ¢oziindiiriiliir ve sonra
periton icerisine ya da damar igerisine enjekte edilir. Deneysel LPS modelinde
kullanilan endotoksin miktari, sepsis olan canlinin endotoksin miktarindan fazla
oldugu icin ve ayn1 zamanda tek tip bakteriden geldigi i¢in klinikte var olan canli ile
olusturulan model arasinda uyusmazlik olur. Bu sebep ile bir bagka sepsis modeli
olan ¢ekal baglama ve delme yontemi tercih edilir.

Fekal sepsis modelinde ise fekal nakil kullanilir. Bu yontemde hazirlanan
fekal emiilsiyon biitliin abdominal bolgeyi kontamine etmesi i¢in karin igine
dogrudan enjekte edilir. Fekal sepsis modeli klinige en yakin sepsis modelidir. Ancak
feces cesitliliginden kaynakli standardize edilemeyen ve deneysel olarak kontrol
altina alinamayan sepsis modelidir.

Ekzojen bakterinin infiizyonu ya da asilanmasi ile olusturulan sepsis
modelinde periton ya da damar igerisine canli bakterilerin enjekte edilmesiyle
olusturulur. Bu modelde en ¢ok Escherichia coli bakterisi kullanilir.

Bu modelde siirhi tipteki bakteriler (aerobik ve anaerobik suslar dahi)
kullanildigindan canli bakterilerle olusturulan sepsis modeli klinikteki polimikrobiyal
sepsisi tam anlamiyla yansitmaz (ERKAYMAN, 2020).

1.1.6.1. Cekal Baglama ve Delme Yontemi

Cekal baglama ve delme yontemi (Cecal Ligation and Puncture — CLP), 1980
yilinda Wichterman ve ark. tarafindan gelistirilmistir. CLP yOnteminin deneysel
uygulamasi kolay ve ucuz bir yontemdir. CLP modeli sican, koyun ve farede
kullanilmaktadir. CLP yontemi ile olusturulan sepsisin deneysel protokolii su sekilde
Ozetlenebilir: Genel anestezi altina alinmis siganlar sirt iistii yatirilarak sabitlenir.
Abdominal bolge tiras edilir ardindan tiras edilen bolge dezenfekte edilir. Batin
genital ¢ikintinin 6niinden olacak sekilde 2 cm yukar1 yonde agilir. Cekum ¢ikarilir
ve ¢ekal valf distalinden 3/0 dikisle baglanir. Antimezenterik kenardan 18 G igne ile
her bir kenardan bir kez gececek sekilde 2 kez delinir. Cilt, kas ve periton bolge 6nce

3/0 ipek siiturla kapatilir. Karmn bolgesi kapatildiktan sonra hayvanin agirligina gére
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deri alt1 stv1 takviyesi yapilir. CLP sayesinde, Escherichia coli, Enterokok bakteriler
basta olmak iizere birden fazla bakterili bir septik tablo olusturulmuslur. ilk 24 saat
igerisinde %30 ile %70 arasinda mortalite goriiliir. Klinik vakalarda goriilen
patofizyolojik degisiklikler bircok CLP modelinde de goriliir. Bu degisikliklerin
ornekleri, sicaklik, kalp hiz1 ve kalp debisindeki iki fazli degisiklikler, bozulmus sol
ventrikiil kontraksiyonu, gereksiz glikoz kullanimi ve azalmis pulmoner ve sistemik
vaskiiler direnglerdir. Olusturulmak istenen polimikrobiyal sepsisin standardize
olabilmesi, olusturulmak istenen sepsisin derecelerinin belirlenmesi i¢in ¢ekum hep
ayn1 seviyeden baglanmali ve diski ¢ikisi igin kullanilan ignenin capi ve delik sayisi
aynt olmalidir. Sepsis siddeti artirilmak istenirse ¢api biiylik igne kullanilir veya
delik sayisi artilir. Sepsis olusturulurken hayvanlarin aglik-tokluk durumlarina dikkat
edilmeli ve deneyden bir gece dnceden hayvanlar beslenmemeli, a¢ birakilmalidir.
Resiisitasyonun amaci ile hayvanlara sivi verilip verilmemesi de sepsisin siddetini
degistir (ERKAYMAN, 2020).

1.2. Statinler

Statinler, HMG-KoA rediiktaz (3-Hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A
rediiktaz) enziminin inhibitorii gorevi yapan hipolipidemik ozellikteki ilaglardir.
HMG-KoA rediiktaz enzimi insanlarda, hepatik ve ekstrahepatik kolesterol
biyosentezinde hiz sinirlayict basamaginda olusturan HMG-K0A rediiktazin
mevalonata dontismesini katalizleyen enzimdir. Statinler, HMG-Ko0A rediiktaz
enzimini kompetitif olarak inhibe ederler (CETIN & OZGUNES, 2017).

HMG-KoA rediiktaz enziminin inhibisyonuyla LDL kolestrol seviyesindeki
azalma karaciger hiicre igerisinde goriliir. Karaciger hiicrelerinde kolesterol
diizeyindeki bu azalma, hiicre yiizeyindeki LDL reseptdrlerinin sayisinda artisa ve
plazma LDL diizeylerinde azalmaya neden olur. Statinler, LDL'min periferik
emilimini arttirir ve karaciger hiicrelerine ve diger hiicrelere girmesine izin verir.
Hiicrede yikimi artirarak kolesterol seviyesinin diigmesini saglar. Statinlerin
kolesterol  diisiiriici  etkileri disinda oksidasyon, inflamasyon ve hiicre
proliferasyonu, endotel fonksiyonlari, pihtilasma ve trombosit sistemi {izerinde

bircok etkisini gdsterilmistir (TURKEL & TERZI, 2009).
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Statin’ler lipid tedavisinde en basarili ila¢ grubudur. Statinler ile yapilan
klinik ¢aligmalarda statinlerin LDL’yi diisiirmeye yonelik girisimlerde etkisinin
oldugu ayn1 zamanda giivenli oldugu gosterilmistir. Ulkemizde klinik kullanimlarda
mevcut olan statin cesitleri ve kullanilan dozlar su sekildedir: Atorvastatin: 10 mg,
20 mg, 40 mg, 80 mg, fluvastatin: 80 mg (kontrollii salinimli form) pravastatin: 40
mg, rosuvastatin: 10 mg, 20 mg, simvastatin: 10 mg, 20 mg, 40 mg. Statinler, grup
icinde lipid diisiirme agisindan benzer olsa da, farkli statinlerle, aralarindaki potens
farklarindan dolayi, verildikleri dozlara bagl olarak, farkli yiizdelerde LDL diisiisii
elde edilir (NEDIR).

1.2.1. Statinlerin Antioksidan ve Antienflamatuar Etkileri

Statin grubu ilaglar LDL (disiik yogunluklu lipoprotein) kolesterol diisiiriicii
etkilerinden bagimsiz olarak oksidatif stresi azaltirlar (Kilit, Kogak, & Kilit, 2017).

Statin grubu ilaglarin kolesterol disiiriicii etkilerinden farkli olarak
antienflamatuvar, immunomodiilator ve antioksidan yonleri ile pleiotropik etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Statinlerin antioksidan etkileri kardiyovaskiiler hastaliklarin
yani sira oksidatif stres ile iligkili diger kronik hastaliklarda da klinik olarak katk1
saglamaktadir (Saadat et al., 2020). Rosuvastatinin diger statinlerden daha ¢ok enzim
baskilama 0Ozelligi ile birlikte diger statinlerden daha yiliksek pleiotrofik etkiler
gosterdigi bildirilmistir (Bradbury, Traini, Ammit, Young, & Ong, 2018). Fakat bu
calisma disinda literatiirde rosuvastaninin sepsise karsi nasil bir etkisinin olduguna
dair bir calisma mevcut degildir. Statinlerin genis kullanimi ile birlikte yeni
immiinomodiilatér yonleri, bu ilaglarin potansiyel etkilerinin incelenmesinin énemini

vurgulamaktadir.

1.2.2. Rosuvastatin

1.2.2.1. Rosuvastatinin Molekiiler Yapisi ve Genel Ozellikleri

Rosuvastatin, kolesterol sentezinde hiz sinirlayici adimdan sorumlu bir
karaciger enzimi olan 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktazin1 rekabetgi bir
sekilde inhibe ederek kolesteroliin endojen sentezine miidahale ederek etki eden tam

sentetik bir statindir. Ayni1 smiftaki diger molekiillerle karsilastirildiginda, lipid
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profilinin iyilestirilmesinde yiiksek etkinlik gosterir ve kolesterol diisiiriicii olmayan
etkileri (anti-inflamatuar, antioksidan ve antitrombotik) sayesinde kardiyovaskiiler
birincil ve ikincil koruma saglar. Rosuvastatin, 5 mg, 10 mg, 20 mg ve 40
mg'lik tabletlerde oral uygulama igin piyasada bulunan tam sentetik bir lipit diisiiriicii

ajandir (Cortese et al., 2016).
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Sekil 3. Rosuvastatin molekiiler yapisi

Kaynak. Chemspider

1.2.2.2 Temel Etki Mekanizmasi, Doku ve Organlar Uzerine EtKkisi

Rosuvastatin iki lipid diisiiriicti ajan1 birlestirir: hepatik kolesterol sentezi
tizerinde Ozellikle giiclii inhibitor etkileri olan bir HMG-CoA rediiktaz inhibitorii
(yani statin) olan rosuvastatin ve Kolesteroliin bagirsak emilimini engelleyen
enzimdir. Rosuvastatin sabit dozlu bir kombinasyonu (FDC), diinya ¢apinda birgok
iilkede yetiskinlerde primer hiperkolesteroleminin tedavisi igin diyete ek tedavi
olarak edilmektedir. Ayr1 ajanlar veya FDC olarak uygulanan rosuvastatin terapotik
etkinligini degerlendiren 1iyi tasarlanmig klinik caligmalarda, rosuvastatin
hiperkolesterolemili eriskinlerde diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesterolii (LDL) ve
toplam kolesterolii diisiirmede rosuvastatin monoterapisinden (rosuvastatinin iki kati
doz dahil) veya diger sitatinlerden 6nemli 6l¢iide daha etkilidir. Ayrica, rosuvastatin
monoterapisi veya diger sitatinler ile karsilagtirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
oranda hastalarin 6nerilen LDL-C seviyelerine ulagsmasini saglamistir. Rosuvastatin

bu kisa siireli ¢alismalarda tedaviye bagli veya ciddi advers olaylarin insidansi
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acisindan rosuvastatin monoterapisinden anlamli bir farklilik gostermedi ve diger

sitatinlere benzer bir giivenlilik profili sergiledi (Lamb, 2020).

1.2.2.3. Kardiyovaskiiler Sistem ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisi
Kardiyovaskiiler (KV) hastaliklar tim diinyada en basta gelen Oliim
nedenidir. Son zamanlarda kardiyovaskiiler hastaliklara neden olan risk faktorlerinin
belirlenmesi ve 6nlenmesinde ve kardiyovaskiiler iligkili mortalite ve morbiditenin
azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu baglamda hidroksimetilglutaril koenzim
A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleri veya kisaca statinler rol oynamaktadir. Birincil
ve ikincil kardiyovaskiiler korumada lipit diizeylerinin diisiiriicii tedavinin birincil
hedefi LDL-kolesteroldiir ve ilaci statinlerdir. LDL-kolesterol kan diizeyi ile
ateroskleroz arasinda yakin iliski vardir. LDL kolesteroliin diisiiriilmesinde en giiclii
ve etkin ila¢g grubu statinlerdir. Statinlerle yapilan klinik arastirmalarda fayda
sagladigi kamtlanmigtir. Son 20 yilda gergeklestirilen klinik ¢aligmalarda, statin
tedavisi ile sekonder korunmada tiim klinik aterosklerotik wvaskiiler hastalik
vakalarmin azaldig1 gosterilmistir. Primer korunmada, yliksek LDL-kolesterolii veya
ortalamanin altinda HDL kolesterolii olan hastalarda statin tedavisi ile benzer fayda
elde edilmistir. Biitlin bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda kan lipit
parametrelerinin  Olglimii tek basina hangi hastalarin statin tedavisinden fayda

gorebilecegini belirlemede yetersizdir (Ertas, 2011).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Alet ve Cihazlar

Sogutucu (Arcelik, Tiirkiye/Istanbul)

Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Thermo Scientific Owl™ EasyCast™ Bl
Mini Gel Electrophoresis Systems)

Elektroforez Gli¢ Kaynagi (Consort EV233, ABD/Cohasset)

Jel Dékiimantasyon Sistemi (DNR MiniLumi, Israil/Neve Yamin)

Jel Gériintiileme ve Isleme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems/MiniLumi)
Hassas Terazi (OHAUS Pioneer® Analytical, Filipinler/Batangas)

Ligh Cycler 480 II Roche (LightCycler® 480 Instrument II, Isvicre/Basel)
96’11k plate (Light Cycler 480 Multiwell Plate 96, Isvigre/Basel)

Mikrodalga Firin (VESTEL MD-23)

Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya/Hamburg)

1,5 mI’lik Mikrosantrifiij Tiipli (DNaz/RNaz Free) (Isolab)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge® 16, ABD/ Kaliforniya)
Spektrofotometre (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer, ABD/Massachusetts)

Otoklav (Niive OT 40L, Tiirkiye/Ankara)

Saf Su Cihaz1 (GFL Saf Su Cihaz1 2104, Almanya/Burgwedel)

Thermal Cycler (Applied Biosystems VeritiTM 96 Well Thermal Cycler,
ABD/Kaliforniya)

Vorteks (ZX3 VELP® SCIENTIFICA, italya/Usmate)

Pipet uglar1 (ISOLAB)

Tiip Stand1 (ISOLAB)

Sogutmali Santrifiij (SIGMA 1-14K)

Ceker Ocak (BILSER)

pH Metre (Hanna Instruments pH 211)

Mikrotom Cihazi (SHANDON AS325 RETRACTION)
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Inkiibatdr/Etiiv (WiseCube)
Floresan Mikroskop (BAB Goriintii Isleme ve Analizi Sistemi,
Tirkiye/Ankara)
Isik Mikroskobu (Olympus/ CX21, Japonya/Tokyo)
Poli-Lizin Kapli Lam (SUPERIOR QUALITY)
Cam saleler (ISOLAB)
Mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan GO)
Mikroplaka yikayicisi (Biotek ELX50/8)
Otomatik Doku Takip Cihazi Shandon Citadel 2000 (Thermo Scientific,
Almanya)
Doku Gémme Cihazi Leica (EG1150 H ve EG1150 C, Almanya)
Mikrotom (Leica, RM2255)
Ben Mari (Leica, HI1210)
Doku Boyama Cihazina (Leica, ST5020 Multistainer Bath Array)
Mikroskop Olympus DP72 kamera atagmanli (Olympus, Tokyo, Japonya)
Mikroskop Olympus triokiiler BX51 TF (Olympus, Tokyo, Japonya)

2.1.2. Kimyasal Malzemeler

cDNA Sentez Kiti (NucleoGene cDNA Synthesis Kit (5X))
gRT-PCR Mastermix ( Hibrigen 2X SYBR Green gpcr MIX)
RNA izolasyon Kiti (Hibrigen Genel RNA izolasyon Kiti)
Etil alkol (> % 99,5 J.T Baker)

Etidyum Bromiir (EtBr) (SIGMA®, ABD/ Missouri, 1239-45-8)
Tris Baz (Fisher Bioreagents®, ABD, BP152-500)

SDS (BIO BASIC)

Agaroz (Bio Basic Inc., Kanada)

Hematoksilen (MERCK)

Di sodyum fosfat (Na2PO4) (HIMEDIA)

Tri sodyum sitrat (NasCsHsO7) (HIMEDIA)

Sodyum di hidrojen fosfat, anhidrat (NaH2PO4) (HIMEDIA)
Asetik asit (MERCK)
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Potasyum klorid (KCI) (HIMEDIA)

Rediikte glutatyon (GSH) (Sigma-Aldrich)
Sodyum hidroksit (NaOH) (HIMEDIA)
Hidroklorik asit (HCI) (MERCK)

Etanol (MERCK)

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (MERCK)

Ditiyobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB) (Alfa Aesar)
1,1,3,3 Tetrametoksipropan (TEP) (Fluka)
Formaldehit (Sigma-Aldrich)

%96 Etanol (Merck)

%100 Absolii etanol (Merck)

Ksilen (Merck)

Parafin (Merck)

Pikrik Asit (Sigma-Aldrich)

Fosfat buffer soliisyonu (PBS) (Sigma-Aldrich)

Harris hematoksilen ve eozin G (H&E; Merck, GmbH Darmstadt, Almanya)

2.1.3. Cozeltiler

10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu

108 g Tris Baz, 55.65 g Borik Asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (ph 8.0) ile bir

karisim hazirlanarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Tamamen c¢oziiniinceye

kadar manyetik karistiricida bekletildi.

0.5X Elektroforez Yiiriitme Tamponu

Hazirlanan 10X TBE’den 50 ml alinirak distile su ile 2000 m1’ye tamamlandi.

Jel Boyama Soliisyonu (0.5 ug/ml)

1X TBE igerisinde 0.5 pg/ml etidyum bromiir olacak sekilde stok (5 mg/ml)

etidyum bromiir ¢6zeltisinden alinarak hazirlandi.

Agaroz Jel (50 ml)

% 0.8’lik jel hazirlamak i¢in 0.4 g agaroz, %1 lik jel hazirlamak igin 0.5 g agaroz 50
ml 0.5X TBE ¢dzeltisine eklendi. Cozelti agaroz ¢oziilene kadar mikrodalga firinda
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1sit1ld1. Sogumasi igin bekletilen (60°C’ye kadar) ¢6zeltiye sonrasinda 5 pl Etidyum

Bromiir eklendi.

6X Yiikleme Tamponu
-%0.25 Bromofenol mavisi
- %0.25 Ksilen siyanol
- %30 Gliserol, eklenerek hazirlanip +4 °C’de saklandi.
Doku Homojenizasyon Tamponu (TBARS ve Toplam Tiyol Tayini)
0,94 g NaH2POg4, 10,44 g KCI 1,73 g Na2HPO4 tartildi. pH 7,4 olarak sabitlendi.. Son
hacim 1000 ml tamamlandi.
%8, 1’lik SDS
8,1 g SDS tartilarak 100 mL distile su ile ¢oziindiirtildi.
%50’lik Asetik Asit
50 mL asetik asit 50 mL distile su ile ¢oziindiiriildi.
%0,8 'lik TBA
%50’lik asetik asit ¢ozeltisi icerisinde 0,8 g TBA ¢oziindiiriildii ve %50°lik asetik
asit ile 100 ml’ye tamamland.
%20’lik Asetik Asit
20 mL asetik asit pH 3,5’a ayarlandi. 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.
0,3 M NaHPO4 Cozeltisi
2,13 g NazHPO4 tartilip 50 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
Ellman Ayiwract Cozeltisi
%1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi icerisinde 0,004 g DTNB reaktifi ¢oziilerek 10 mL’ye

tamamlandi.

2.2. Yontem

2.2.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplari

Calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Basgkanligi tarafindan onaylandi (Kabul Tarihi: 16/07/2020, Karar
No0:2020/32) ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklendi. Hayvan deneyleri protokolii Deney

Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 bulunan arastirmacilar tarafindan gergeklestirildi.
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Uygun anotomik yapisi, filogenetik uygunlugu, fizyolojik olarak insana en
yakin model olmasi ve daha 6nceki benzer ¢aligmalarda kullanilmis olmas1 sebebiyle
arastirmamizda 4-6 haftalik ve 270-300 gramlik erkek Sprague-Dawley siganlar
kullanildi. Deney hayvanlarinin iiretilmesi ve barindirilmas1 Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.
Deney calismalar1 Recep Tayyip Erdogan Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali ile
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali biinyesindeki arastirma laboratuvarlarinda yiiriitildii.
Bulunduklar1 ortama uyum saglamasit i¢in sicanlar Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Hayvan Deneyleri Uretim ve Uygulama Unitesi igerisinde iki ve iigerli
gruplar halinde (minimum kafes alan1 350 cm?; minimum kafes tavan yiiksekligi 14
cm) sicaklhigr 25+2°C, bagil nemi %32+7, 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii
uygulanan standart kafeslerde barindirildi. Cerrahi islem yapilana kadar hayvanlarin
serbest yem ve su alimlar1 saglandi. Operasyona hazir olan deney hayvanlarina
planlanan deney protokolii uygulandi.

Literatiire gore CLP yonteminde hayvan mortalite oranmin %30’larda
olabilecegi ve istatistiksel anlamlilik dikkate alinarak toplamda 60 siganin
kullanildig1 6 deney grubu olusturuldu.

Grup 1, Laparotomi (sham) grubu (n=10): Cekumun abdomenden ¢ikarilip
hafifce yer degistirilmesi saglanarak siganlarin abdomenleri kapatilmasi ile
laparotomi islemi gergeklestirildi. Laporatomi isleminden 4 saat 6nce oral olarak %
0.9 NacCl verildi.

Grup 2, CLP grubu (n=10): CLP protokoliinden 4 saat dnce oral olarak % 0.9
NaCl verilerek, sonrasinda CLP protokolii gerceklestirildi.

Grup 3, CLP + Rosuvastatin 10 mg/kg grubu (n=10): CLP protokoliinden 4
saat once oral olarak 10 mg/kg rosuvastatin verilerek, sonrasinda CLP protokolii
gergeklestirildi.

Grup 4, CLP+ Rosuvastatin 20 mg/kg grubu (n=10): CLP protokoliinden 4
saat once oral yolla 20 mg/kg rosuvastatin verilerek, sonrasinda CLP protokolii
gerceklestirildi.

Grup 5, Sham + Rosuvastatin 10 mg/kg (n=10): Laporatomi isleminden 4
saat Once oral olarak 10 mg/kg rosuvastatin verilerek, laporatomi islemi

gerceklestirildi.
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Grup 6, Sham+ Rosuvastatin 20 mg/kg (n=10): Laporatomi isleminden 4 saat
once oral olarak 10 mg/kg rosuvastatin verilerek, laporatomi islemi gerceklestirildi.

Onceden yapilmis calismalarda CLP uygulanan hayvanlarin takip siireleri
esnasinda %30’a varan oranlarda kayip yasandig: tespit edildiginden, doku eldesi ve

sonrasindaki sakrifikasyon igslemi 16 saat sonra uygulandi.

2.2.2. Cekal Baglama ve Delme Yontemi

Tim cerrahi islemler 3’¢ 1 oraninda ketamin (500 mg/10ml) ve rompun
(%2’lik, 25 ml) anestezisi altinda yapilarak deney hayvanlarinin aci hissetmemeleri
saglandi. Anestezi yapildiktan sonra hayvanlarin aneztesi durumu, cilt ve parmak
kistirma cevaplart ile takip edildi. Anestezi altindaki deney hayvanlarinin alt
abdominal bolgeleri tras edildi. Abdominal kisim antiseptik 6zellikli gazli bezlerle en

az 3 kez yukaridan asagiya silinerek dezenfekte edildi.

f e s .
Sekil 4. Abdomenin agilmasi (a) ve ¢ekumun eksplore edilmesi (b)

olduklar1 anlasildiginda karin orta hat alaninda 2,5 cm uzunlamasina bir kesik
olusturuldu (Sekil 4). Bu kii¢iik kesiden abdominal organlar ve ¢ekum izole edilerek
distalinde 3/0 ipek siitur ile ¢ekal valfde baglandi. Cekumun distaline 18-gauge igne
ile mezenterden kars1 tarafa ¢ikacak sekilde iki delik agilarak ¢ekum igerigi peritona

temas ettirildi Siganlarin anestezide. Karin insizyonundan sonra iki kat halinde steril
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4/0 sentetik emilebilir siitur ile kapatildi. Yara, analjezi saglamak amaciyla %1

lidokain soliisyonu ile yikand1 (Sekil 5).

Sekil 5. Cekumun baglanmasi, perfore edilmesi ve abdomenin kapatilmasi

Sicanlara operasyon sonrasi yem verilmedi, fakat sakrifiye edilecegi 16. saat
sonuna kadar su verildi. Tim gruplarda bulunan si¢anlara ameliyat sirasinda ve 6.
saat sonrasi deri altina sivi replasmani yapildi. 16 saat boyunca septik sartlar altinda

sicanlar gozlemlendi, mortalite saatleri kayit edildi ve 6liim oranlar1 hesaplandi.
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Sakrifiye edilen biitiin hayvanlarin akciger dokulari immunohistokimyasal ve
histopatolojik incelemeler igin igerisinde %10’luk formaldehit bulunan ¢ozeltiye

alindi.

2.2.3. Molekiiler Genetik Analizler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu ve RNA izolasyonu

Akciger dokusundan RNA izolasyonu ticari kit (Hibrigen Genel RNA
izolasyon Kiti) kullamlarak gerceklestirildi. Izolasyon islemi igin kit protokoliine
uygun olarak asagidaki islemler uygulandi.

Her 50-100 mg akciger dokusundan alinan doku i¢in 1 ml HT tamponu
kullanilarak dokular bu soliisyon igerisinde homojen hale getirildi. Niikleoprotein
kompleksinin tamamen par¢alanmasi ig¢in buz iizerinde 5 dk. inkiibasyona maruz
birakildi. Daha yiiksek saflikta RNA elde edebilmek igin +4°C’de, 12000 rpm’de 5
dk. santirifij edildi. Tip igerisinde bulunan stipernatant, yeni bir RNAaz
bulundurmayan mikrosantrifiij tipiine aktarildi. 200ul kloroform eklendi, 15 sn.
vorteks ile homojen hale gelene kadar karistiridi ve buz {lizerinde 10 dk. inkiibasyona
birakild1. Ornekler +4°C°de 12000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
karisim 3 kisima ayrildi. En altta fenol kloroform fazi, bir arafaz ve en listte RNA
iceren renksiz faz. En istteki renksiz faz pipet yardimiyla alttaki diger fazlarin
karigmamasina dikkat edilerek yeni bir RNAaz bulundurmayan bos tiipe aktarildi.
Alman renksiz fazin hacmine gore hesaplanarak {izerine 2 oraninda Onceden
sogutulmus etil alkol (EtOH) (%2100) eklendi. Karisim vorteksle karistirildi, etanol
eklendikten sonra gozle goriilebilen ¢okelmeler olustu. Karigim filtreli tiipe aktarildi.
+4°C’de 12000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi ve filtrenin altindaki tiipte toplanan sivi
atildi. Filtreye 500 pl kit igerisinde bulunan RY 1 soliisyonundan eklendi ve +4°C’de
12000 rpm’de 30 sn. kalacak sekilde santrifiij edildi ve yine altta kalan sivi atildi.
Daha sonra filtreye 500 pl kit igerisinde bulunan RY?2 soliisyonu eklendi, 1 dk. oda
sicakliginda inkiibasyon yapildi ve +4° C’de 12000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi ve
altta kalan s1v1 atildi. Bu asama bir kez daha tekrarlandi. Filtreli tiip 12000 rpm’de 2
dk. kurumasi igin santrifiij edildi. Kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

yerlestirildi. Direkt olarak membran tizerine 30-100 ul DEPC ile muamele edilmis su
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eklendi. 2 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi, sonra RNA’y1 bu su igerisinde
toplamak i¢in 12000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi. Tiip su igerisinde saf RNA
bulundurmaktadir. Ornekler calismanin sonraki admmlarinda kullanilmak iizere

etiketlenerek -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.3.2. RNA Orneklerinin Saflik ve Konsantrasyon Analizi

Akciger dokularindan izole edilen RNA Orneklerinin safliklarmi  ve
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in nanodrop spektrofotometre cihazi (Thermo
Scientific Multiskan™ FC Microplate Photometer) kullanildi. Ornekler ve kor igin 3
pul kullanilarak protokol gergeklestirildi. Olgiimii yapilan &rneklerin absorbans ve
konsantrasyon degerleri belirlendi. RNA safliginin gostergesi olan A260/A280 orani
her oOrnek i¢in hesaplanarak 2 civarinda bulundu. RNA Grneklerinin
konsantrasyonlar1 gruplar arasinda istatistiksel karsilastirma yapmak i¢in en diisiik
konsantrasyon olan 36 ng/ul’ye esitlendi. Konsantrasyon esitleme islemi niikleaz

icermeyen su ile yapildi.

2.2.3.3. Agoroz Jel Elektroforez Analizi

Izole edilen RNA 6rneklerinin kalitesini gorsel olarak belirlemek igin
cozeltiler boliimiinde belirtilen protokole gore % 0.8’lik agaroz jel hazirlandi. Real
Time PCR firiinlerinin varligini tespit etmek i¢in ise ¢dzeltiler boliimiinde belirtilen
protokole gore %]1°lik agaroz jel hazirlandu.

Hazirlanan karigimlar mikrodalga firini ile 1sitilarak jel tablasina dokiildii. Jel
kat1 hale gelmesi i¢in 30 dk bekletildi. Jel katilastiktan sonra tablanin igerisinde
bulunan tarak dikkatli bir sekilde c¢ikarilarak, 0.5X TBE elektroforez tamponu
icerisine yerlestirildi. Ornekler, 6X yiikleme tamponu ile 5:1 (2 ul érnek + 3 pul
dH20: 1 ul yiikleme tamponu) oraninda karistirilarak jele yiiklendi. Ornekler, 0.5X
TBE tamponu igerisinde 70 V’da 45 dk yiritildi. Jelde yliriitme islemi
tamamlandiktan sonra, Ornekler UV altinda jel dokiimantasyon sisteminde

gorlntiilendi.
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2.2.3.4. cDNA Sentezi

Akciger dokularindan izole edilen RNA’lardan NucleoGene cDNA Synthesis
Kit (5X) marka kiti kullanilarak ¢cDNA elde edildi. cDNA sentezi igin iretici
firmanin 6nerdigi protokol basamaklar1 uygulandi: ilk olarak 5X ters transkripsiyon
master mix hazirlanmasi igin kit bilesenleri buz lizerinde ¢ozdiiriildii. Reaksiyonu
hazirlamak igin gerekli bilesenlerin hacmi hesaplandi (gerekli bilesenler ve hacimleri
Tablo 2’de belirtilmistir)

Tablo 2. cDNA Reaksiyon bilesen ve hacimler

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

NucleoGene cDNA 4 ul
Synthesis 5X Kit Mix

RNA Ornegi 5ul 1X

Su 1T pl (1 pg da 10 pg total RNA)

(niikleaz bulundurmayan)

Toplam Hacim 20 pl

Yapilan tim pipetleme islemleri buz lizerinde gergeklestirildi. Elde edilen
RNA’larin spektrofotometre cihazinda konsantrasyonlar1 o6lgiildii her Ornegin
konsantrasyon degerleri farkli oldugu i¢in M1xV1=M2xV?2 formiilii kullanarak son
hacim 50 pl, son konsantrasyon degerinin 36,16 pg/ul olacak sekilde niikleaz
icermeyen steril su ile seyrelterek konsantrasyonlar1 esitlendi. Konsantrasyonlari
esitlenmis RNA 6rnekleri iizerine primerler eklenerek karistirildi. Tiim bu islemler
buz iizerinde yapildi. 20 pl’lik toplam reaksiyon hacmi i¢in gerekli bilesenlerin
hacmi hesaplandi (gerekli bilesenler ve hacimleri Tablo 2’de belirtilmistir). 0.2
mL’lik her bir tiiplin igerisine 16 pL revers transkripsiyon reaksiyon karigimi,
hazirlanan 4 pL. RNA ve primer karisimiyla toplam hacim 20 pL olacak sekilde

birlestirildi. Hazirlanan karigim thermal cycler cihazi hazir olana kadar buz {izerinde
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bekletildi. Thermal Cycler cihazi ile ters transkripsiyon islemi asagidaki Tablo 3°de

verilen kosullar kullanilarak thermal cycler programlandi.

Tablo 3. Thermal cycler kosullar

Adim Adim 2 Adim 3 Adim 4
1
Sicaklik 25°C 42 °C 85°C 4°C
°C)
Siire 5dk 30 dk 5dk ©

Toplam reaksiyon hacmi: 20 pl

2.2.3.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Quantitative Real Time-PCR, QRT-PCR)

c¢DNA doniisiimii sonrasinda akciger dokularinda Beclin, LC3, Bax, BCL2 ve
Actb genlerinin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi, Light Cycler 480 Il (Roche)
cihazinda Hibrigen 2X SYBR Green gPCR MIX ticari kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Calismaya baglamadan 6nce ornekler ve kullanilacak bilesenler +4°C’deki
blok iizerinde ¢dziinmeleri i¢in bekletildi. ilgilenilen genlerin RNA ekspresyonunu
normalize etmek icin Actb geninin ekspresyon seviyeleri dahili bir referans olarak
kullanild1. Actb referans genine ait Forward Primer:5’-ACA ACC TCC TTG CAG
CTC CTC-3’, Reverse Primer: 5’-CTG ACC CAT ACC CAC CAT CAC-3’ bilgileri
iretici firmanin veri tabanindan elde edildi (Microsynth). Sonuglar LightCycler 480
I SW 1.5.1 programinda yer alan “Abs Quantification/2nd Derivate Max for All
Samples” analiz metodu ile degerlendirildi ve total RNA miktar1 Actb referans geni

ile normalize edilip 2247 formiilii uygulanarak ekspresyon hesaplamasi yapildi.
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Gen ifadelerinin analiz edilmesi i¢in yapilan qPCR’da kullanilan primer

dizileri agagida ki tabloda gosterilmistir.

Tablo 4. Gen primer dizileri

Gen Primer dizisi

Beclin Forwad: 5°-TTC AAG ATC CTG GAC CGA GTG AC-3’
Reverse: 5°-AGA CAC CAT CCT GGC GAG TTT C-3’

LC3 Forwad: 5’-AGT GGA AGA TGT CCG GCT CAT-3’
Reverse: 5’-GCT GCT TCT CAC CCT TGT ATC G-3’

Bax Forwad: 5°-AGA CAC CTG AGC TGA CCT TG-3’
Reverse: 5°-GGT GTT CAG TTC ATC GCC-3°

BCL-2 Forwad: 5’-GGT GAA CTG GGG GAG GAT TG-3’
Reverse: 5’-AGA GCG TTG TCC ACC AG-3’

Actb Forwad: 5>-ACA ACC TTC TTG CAG CTC CTC-3’
Reverse: 5’-CTG ACC CAT ACC CAC CAT CAC-3°

ORT-PCR icin Orneklerin Cihaza Yiiklemesi ve Reaksiyonun Baslatilmast

Orneklerdeki Beclin-1, LC3, Bax, Bcl-2 ve Actb genlerinin gen
ekspresyonlarinin kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-PCR) ile tespiti i¢in Tablo
5’de belirtilen reaksiyon bilesenleri ticari kit (Hibrigen 2X SYBR Green qPCR MIX)
kullanilarak hazirlandi. Ornek sayisma gore hazirlanan reaksiyon karisimi ve
cDNA’lar, 96 Multiwell plate iizerinde yer alan her bir kuyucuga esit hacimde (16 pl
reaksiyon karigimi1 + 4 pul cDNA) kuyucuklara yiiklendi. Platein iizeri Light Cycler®
480 Sealing Foil ile kapatilarak cihaza ytiklendi.
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Tablo 5. gRT-PCR Reaksiyon bilesenleri ve hacimleri

Bilesen Hacim Son konsantrasyon

2X SYBR Green gPCR | 10pul1X 1X

Mix (1 pg da 10 pg total RNA)
Forward Primer (10 pM) 1ul 0.4 uM (0.2~0.6 uM)

Reverse Primer (10 pM)

1l 0.4 pM (0.2~0.6 pM)

Kalip DNA

4 ul

10 pg-1 pg

Su

(niikleaz bulundurmayan)

4 ul

Orneklerin cihaza yiiklenmesinin ardindan LightCycler 480 SW 1.5.1

programinda asagida Tablo 6’de verilen kosullar programa girildi.

Delta CT (ACT) ve Delta Delta CT (AACT) degerlerinin hesaplanmasi

Gen ekspresyonu deneyinin sonucunda elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi

alind1. B-aktin geni referans gen olarak kulamldi. Ilk olarak arastirilmak istenilen

genlerin Ct degeri ve referans genin Ct degeri arasindaki fark bulunaral normalize

edilmis ve delta Ct (ACt) degeri hesaplandi. Daha sonra kontrol grubunun ACt

degerleri ile deney grubunun ACt degerleri arasindaki fark alimarak AACt degeri

bulundu. Gen ifadelerinin kat cinsinden artan veya azalan degerler 2"2ACt olarak

hesaplandi. Yapilan hesaplamalarin formiilii asagida gosterilmistir.

ACt = Ct (kontrol) — Ct (referans)
AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)

Kat degisimi = 2 4ACT
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Tablo 6. gRT-PCR i¢in ¢alisma protokolii

PROGRAMLAR
Program Ismi Déngii Sayisi Analiz Metodu
Pre-inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 55 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Sogutma 1 Yok
PROGRAM SICAKLIK HEDEFLERI
Hedeflenen Edinme Modu Siire (sa:dk:sn) Pik Degeri (°C/s)
Sicaklik (°C)
Pre-inkiibasyon
95 °C Yok 00:08:00 4.4
Amplifikasyon
95 °C Yok 00:00:10 4.4
58 °C Yok 00:00:15 2.2
72 °C Siirekli 00:00:20 4.4
Erime Egrisi
95 °C Yok 00:00:05 4.4
65 °C Yok 00:01:00 2.2
97 °C Siirekli Yok 0.11
Sogutma
40 °C Yok 00:00:30 1.5
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2.2.4. Histolojik Analizler

2.2.4.1. Doku Takibi ve Kesit Alma islemleri

Sicanlardan ¢ikarilan akciger dokusundan elde edilen kesitler %10’luk
formalin soliisyonu igerisinde 48-72 saat siire ile tespit edildi. Histolojik
degerlendirme i¢in alinan dokular kasetlere koyularak doku takip cihazinda
(ThermoScientific™ Citadel 2000, ingiltere) takip edilip islemlere devam edildi.
Akciger dokulart %50, %60, %70, %80, %96 ve %100’lik alkol soliisyonlarindan
gegirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Ksilen serilerinde bekletilerek
seffaflagtirma islemi ile devam edildi. Doku takip cihazinin son asamasinda parafin

dolu haznelerde bekletilerek parafinin doku igine niifuz etmesi saglandi (Tablo 7).

Tablo 7. Akciger dokularina ait histolojik doku takip agamalari

Islem Madde Siire
Tespit %10’luk Formalin | 48-72 saat
Dehidratasyon %50'lik Etanol 1 | 180dakika
Dehidratasyon %50'lik Etanol 2 | 75dakika
Dehidratasyon %601k Etanol 90dakika
Dehidratasyon %70'lik Etanol 90dakika
Dehidratasyon %80'lik Etanol 60dakika
Dehidratasyon %96'lik Etanol 60dakika
Dehidratasyon %1001k Etanol 1 | 75dakika
Dehidratasyon %100'lik Etanol 2 | 75dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 90 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 90 dakika
Parafinizasyon Parafin 1 60 dakika
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Parafinizasyon Parafin 2 210 dakika

Bloklama

Doku takibi isleminin ardindan kasetler parafin bloklama cihazina (Leica EG
1150 H made in Germany) alindi. Bloklanan dokular sogutma iinitesinde (Leica EG
1150 C) bekletildikten sonra kesit kalitesini arttirmak i¢in -20°C’de 3 saat bekletildi.
Sonrasinda parafin bloklardan kesit alma islemine gegildi.

Parafin bloklardan rotary mikrotom ile 4-5 pm kalinliginda seri kesitler
alinarak (Leica RM2255) ilgili kesitler 37-38°C sicakliktaki distile su igeren benmari
havuzuna (Leica HI 1210, Almanya) birakildi ve doku kirisikliklarinin agilmasi

beklendikten sonra adhesivli ve pozitif sarjli lamlara alindi.

2.2.4.2. Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama

Lama alman Orneklerin kesitleri boyama yapilmasindan Once hem
dokulardaki parafinin uzaklastiriimas1 hem de kesitlerin lama daha iyi yapigmasi i¢in
60°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda deparafinizasyon ve rehidratasyon
islemleri uygulandi. Yikama islemlerinden sonra kesitler Harris hematoksilen ve
eozin G (H&E; Merck, GmbH Darmstadt, Almanya) ile boyandi (Tablo 8).

Tablo 8. Hematoksilen ve Eozin Boyama Protokolii

Islem Madde Siire

Deparafinizasyon | 60 °C’lik Etiiv 60 dakika

Deparafinizasyon | Boyama cihazi firin | 5 dakika

Deparafinizasyon | Ksilen 3 dakika

Deparafinizasyon | Ksilen 3 dakika

Rehidratasyon %100’liik etanol 1 dakika

Rehidratasyon %96’lik etanol 2 dakika

Rehidratasyon %90’11ik etanol 2dakika
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Rehidratasyon %80’lik etanol 2 dakika

Rehidratasyon %70’lik etanol 2 dakika

Yikama Musluk suyu 5 dakika

Yikama Distile su 5 dakika

Boyama Harris Hematoksilen | 1dakikalO saniye
Yikama Musluk Suyu 5 dakika

Boyama Eozin G 8 dakika30 saniye
Yikama Musluk suyu 15 saniye
Dehidratasyon %70’lik etanol 20 saniye
Dehidratasyon %80’lik etanol 15 saniye
Dehidratasyon %90’l1k etanol 15 saniye

Dehidratasyon %100’k etanol 15 saniye

Dehidratasyon %100’liik etanol 15 saniye

Seffaflastirma Ksilen 5 dakika
Seffaflastirma Ksilen 10 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan Kapama

2.2.4.3. Immunohistokimyasal (IHC) Analiz

Calismamizda pro-inframatuvar sitokinleri belirlemek i¢in NF-kp/-p65 primer
antikoru (rabbit polyclonal, ab16502, Abcam, UK) ile beraber sekonder antikor
(Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP), ab205718, Abcam, UK) kullanildi. Bunun yanin
da apoptotik pnomositleri belirlemek i¢in kaspaz-3 primer antikoru (rabbit
polyclonal, ab44976, Abcam, UK) ile beraber sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit
IgG H&L (HRP), ab205718, Abcam, UK) kullanildi. Ayrica DNA hasarin
belirlemek i¢in 8-OHdG primer antikoru (rabbit polyclonal, ab16502, Abcam,

39



Ingiltere) ile birlikte sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP),
ab205718, Abcam, Ingiltere) kullanildi. Immunohistokimyasal boyama cihazi
kullanilarak (Leica Bond-Max, Avustralya) ornekler primer ve sekonder antikorlar
ile inkiibe edildi.

Akciger dokularindan 4-5 pum kalinliginda alinan kesitler doku ¢evresindeki
parafininin erimesi i¢in 1 saat boyunca 60°C sicaklikta etiivde bekletildi. Bundan
sonra yapilan asamalarin tamami oda sicakliginda gergeklestirildi. Parafinin dokudan
tamamen uzaklastirilmast icin 10 dakika siireyle iki kez ksilende bekletildi.
Sonrasinda sirasiyla %100, %96, %90, %80, %70’lik alkol serilerinde 5’er dakika
bekletildi. Bundan sonraki islemlerde primer antikor iiretici firmanin 6nerdigi sekilde

boyama islemlerine devam edildi (Tablo 9).

Tablo 9. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon | 60 °C’lik Etiiv 60 dk
Deparafinizasyon | Ksilen 10 dk
Deparafinizasyon | Ksilen 10 dk
Rehidratasyon %100’lik etanol 5 dk
Rehidratasyon %96°11k etanol 5 dk
Rehidratasyon %90’11ik etanol 5dk
Rehidratasyon %80°1ik etanol 5dk
Rehidratasyon %70’lik etanol 5dk
Yikama Distile su 5dk
Endojen enzim | %3’liikk Hidrojen peroksit blok 10 dk
blokaj1

Yikama PBSx2 10 dk
Blokaj Protein blok 10 dk
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Yikama PBS 15 saniye
Antikor Primer antikor 1 saat
Yikama PBSx4 10 dk
Boyama Biotinlylatedsinoat anti-polyvalent | 10 dk
Yikama PBSx4 10 dk
Boyama SteptavidinPeroxidase 10 dk
Yikama PBSx4 10 dk
Boyama DAB 5-10 dk
Yikama PBSx 10 dk
Boyama Harris hematoksilen 3dk
Yikama Musluk suyu 3dk
Dehidratasyon %70’1ik etanol 5 dk
Dehidratasyon %80’1ik etanol 5 dk
Dehidratasyon %90’11ik etanol 5dk
Dehidratasyon %100’lik etanol 5 dk
Dehidratasyon %100’liik etanol 5dk
Seffaflastirma Ksilen 10 dk
Seffaflastirma Ksilen 10 dk
Kapama Entellan Kapama

2.2.4.4. Yan Kantitatif Analiz

Hematoksilen ve eozin ile boyanmig akciger dokusuna ait kesitler Olympus
DP71 (Olympus Corp., Japonya) digital kamera atagmanli Olympus BX51 (Olympus
Corp., Japan) 151k mikroskobunda goriintiilendi. Kesit goriintiilerindeki alveolar

septal duvar kalinligi, Olympus DP 2.0 (Olympus Corp., Japonya) bilgisayar

programinin arbitrary probu vasitasiyla 6l¢iildii (Sekil 6).
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Sekil 6. Olympus DP 2.0 (Olympus Corp., Japonya) bilgisayar programi

Histopatolojik analiz icin akciger drnekleri alveolar inflamasyon, interstisyel
inflamasyon, vaskiiler konjesyon ve alveolar septal kalinlik bakimindan
degerlendirildi. Akciger dokusu hasar skoru, Matute-Bello ve arkadaglarinin akciger
hasar skoru (LDS) kullanilarak hesaplandi. Her bir akciger dokusu kesitinde otuz bes
farkli alan degerlendirildi. Matute-Bello ve arkadaslarinin akciger hasari
skorlamasima gore yiizdelik hasar durumu seviyesi 0, 1, 2 veya 3 ile skorland:.
Alveolar septal kalinligin skorlamasi, uygulama grubunun sham grubuna orani
hesaplanarak olusturuldu. Bu oran 1 katin altinda ise 0, 2 katindan az ise 1, 2

katindan fazla ise 2, 4 katindan fazla ise 3 olarak puanlandi (Tablo 10).
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Tablo 10. Matute-Bello ve ark. Akciger Hasar Skoru (LDS)

Bulgular Skor
0 1 2 3
Alveolar inflamasyon <%5 %6-%25 %26-%50 >%50
Interstisyel <%S5 %6-%25 %26-%50 >%50
Inflamasyon
Vaskiiler Konjesyon <%5 %6-%25 %26-%350 >%350
Alveoler septal <X1 <X2 >X2 >X4
kalinlik (uygulama
grubu/sham grubu)

Immiinohistokimya (IHC) analizi i¢in antikor kullanilarak isaretlenen immiin-
pozitif hiicreler Tablo 10'da gosterildigi gibi pozitiflik puanlamasina tabi tutuldu. Her
doku boliimiine 0, 1, 2 veya 3 puan verildi. Etkilenen hiicre oran1 %5’den az ise 0
(Yok), %5-25 ise 1 (Hafif seviye), %26-50 ise 2 (Orta seviye), %50'den fazla ise 3
(Yogun seviye) olarak ornekler skorlandi. Her bir kesitde rastgele belirlenen otuz bes

farkli alan skorlandu.

Tablo 11. immiinohistokimyasal boyama pozitifligi skorlart

Yok 0 <%5
Hafif Seviye 1 5-25%
Orta Seviye 2 26-50%

Yogun Seviye 3 %50>
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2.2.5. Biyokimyasal Analizler

2.2.5.1. Doku Homojenizasyonu

Akciger doku ornekleri 0,1 g olarak tartildi. Agirlik/hacim orani 1/10 g/mL
olacak sekilde hesaplanarak kit icerisinden ¢ikan homojenizasyon tamponu igine
alindi. Alinan Ornekler buz iizerinde tasinarak homojenizator cihazina yerlestirildi.
Homojenizator cihazinda 30 siklik/saniye devirde 5 dakikada par¢alanmasi saglandi.
Pargalanan dokular santrifiijde +4° C’de 800 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij edilen dokularin siipernatantlar1 biyokimyasal analizlerde kullanildi.

2.2.5.2. Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

Serbest hidroksil radikallerinin son iirtinii ve lipid peroksidasyonun belirteci
olan malondialhehit (MDA) seviyesi, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren
maddelerin (Thiobarbituric Acid Reactive Substance: TBARS) tayini ile dl¢iildii.
TBARS tayini Ohkawa ve arkadaglarinin (1979) yontemine gore yapilmistir
(Tabakoglu & Durgut, 2013). Her bir 6rnek igin, 200 pL akciger dokusu
siipernatant1, 50 pL %8.1 sodyum dodesilsiilfat (SDS), 375 uL %?20’lik asetik asit
(v/v), 375 uL %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA, pH 3.5) kullanilarak ependorflarda
karisim hazirlanip vortekslendi. Ependorflardaki doku 6rnekleri reaksiyon icin sicak
su banyosunda (95 °C) 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra 5 dk buzlu suda sogutulan
ornekler, 750 g devirde 10 dk santrifiij edildi. Sogutulan 6rnekler 96 kuyucuktan
olusan plakalara pipetlenerek 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu.
TBARS standart grafigi cizilerek konsantrasyon nmol/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 7. MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

2.2.5.3. Indirgenmis Glutatyon (GSH) Analizi

Akciger dokusunda toplam tiyol tayini i¢in Ellmann yontemi kullanildi.
Dokuda Ellmann ayiract kullanilarak —SH gruplart belirlendi. Bu analizler igin
sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

o Ellmann ayiraci igin 4 mg Ditiyobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB),
%1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi i¢cinde ¢oziildii.

o 250 pL doku siipernatant1 iizerine 1000 uL. 3M Na2HPO4 ve 250 pL
DTNB c¢ozeltisi eklenerek vortekslendi.

o Ornekler 412 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okundu.
1000 uM- 62.5 puM araligindaki standart ¢ozeltiler kullanilarak standart grafigi
olusturuldu. Bu grafige goére orenklerin GSH konsantrasyonu uM olarak belirlendi.
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Sekil 8. indirgenmis Glutatyon (GSH) Analizi kullanilan standart grafigi

2.2.6. Istatiksel Analizler

Ekspresyon calismasinda, Beclin, LC3, Bax, BCL2 genleri i¢in, akciger doku
orneklerine ait Cp verileri Actb geni icin elde edilen veriler referans kullanilarak
normalize edildi. Analiz i¢in 2-AACt formiilii uygulanarak, veriler istatistiksel analiz
icin uygun hale getirildi.

Kantitatif, yar1 kantitatif ve biyokimyasal verilerden elde edilen sonuglar
SPSS 18.0 istatistik yazilim1 (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak analiz
edildi. Yar1 niceliksel analizden elde edilen parametrik olmayan veriler, ¢eyrekler
arasi aralikla medyan olarak hesaplandi. Parametrik olmayan veriler Kruskal Wallis
testi ve ardindan Tamhane T2 testi kullanilarak analiz edildi. Biyokimyasal analizden
elde edilen parametrik veriler ortalama+standart sapma olarak hesaplandi ve gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizine (ANOVA) ve ardindan Duncan

testine tabi tutuldu. p degerleri <0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Histolojik Bulgular

3.1.1. Hemotoksilen Eozin (H&E) Boyama Bulgulari
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Sekil 9. Harris Hematoksilen ve Eosin G ile boyanmis akciger dokusuna ait
kesitlerin temsili 151k mikroskobik goriintiisii.
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Alveol (a), Tip I pnémosit (ok), Tip 1l pnémosit ( kuyruklu ok).

A(x20)-B(x40): Saglikli kontrol grubuna ait kesitlerde normal yapidaki Tip I pnomsit

(ok) ve Tip II pnomositlerden olusan alveol (a) septal duvarlar gézlemlendi (LDS:
0(0-0.5)).

C(x20)-D(x40): CR10 mg tedavi grubuna ait kesitlerde tipik yapidaki alveol septal
duvar yapilar1 gozlemlendi (LDS: 0(0-1)).

E(x20)-F(x40): CR20 mg tedavi grubuna ait kesitlerde tipik yapidaki Tip I pnomosit
(ok) ve Tip II pndmositlerden (kuyruklu ok) olusan alveol (a) yapilar1 gozlemlendi
(LDS: 1(0-1)).

G(x20)-H(x40): CLP uygulama grubuna ait kesitlerde alveolar septal duvar
yapilarinda kalinlagsmalar (yildiz) gézlemlendi. Bunun yaninda, interstisyel alanlarda
yaygin vaskiiler konjesyonlar (ok bast) gozlemlendi (LDS: 5(4-7)).

1(x20)-J(x40): CLP+CR10 mg tedavi uygulama grubuna ait kesitlerde alveolar septal
duvar kalinhiginda azalma ve intersitisyel alanlardaki vaskiiler konjesyonlarda
azalma oldugu gozlemlendi. Bunun yaninda, tipik yapidaki Tip I pnomosit (ok) ve

Tip II pnémositlerden (kuyruklu ok) olusan alveol (a) yapilar1 gézlemlendi (LDS:
0.5(0-2)).

K(x20)-L(x40): CLP+CR20 mg tedavi uygulama grubuna ait kesitlerinde alveolar

septal duvar kalinliginda azalma ve tipik yapidaki Tip I pnomosit (ok) ve Tip II
pnémositlerden (kuyruklu ok) olusan alveol (a) yapilar1 gézlemlendi (LDS: 1(0-1)).
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Tablo 12. Akciger Hasar Skoru (LDS, Matute-Bello ve ark.)

Grup - Alveolar .Interstlsyel Vas.kuler LDS
inflamasyon Inflamasyon | Konjesyon
Sham 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0.5)
Sham + 10 0(0-0) 0(0_0)b 0(0-0)b 0(0-1)b
mg/kg
Rosuvastatin
Sham + 20 0(0-0) 0(0_1)C 0(0-]_)b 1(0-1)b
mg/kg
Rosuvastatin
cLP 1(0-1)° 1(1-2)° 2(1-2)° 5(4-7)
d b b
CLP + 10 mg/kg 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0.5(0-2)
Rosuvastatin
CLP + 20 mg/kg | 0(0-0) 0(0_1)e o(o.o)b 1(0-1)b
Rosuvastatin

*p=0.000; Sham grubuna kars1
bP:0~000; CLP grubuna kars1
“p=0.004; CLP grubuna kars
dPZO-Ooz; CLP grubuna kars1

°p=0.001; CLP grubuna karst
Kruskal Wallis/ Tamhane T2 test

Alveolar septum kalinligima ve Matute--Bello ve ark.'nmin ¢aligmasina gore
hesaplanan skora baktigimizda da sepsis grubunda degerler anlamli olarak daha
yiiksekti. Septik sicanlara rosuvastatin verildiginde bu degerler 6nemli dl¢giide azaldi.

Ancak bu azalmada istatistiksel olarak doz farkin1 géremedik.
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Tablo 13. Alveolar septum kalinlig1

Grup

Alveolar duvar
kalinhg (pum)

| Aritmetik
ortalama+Standart

Alveolar septal
kahnlhk (uygulama

grubu/saghkh kontrol

i Matute-

Bello ve
arkadaslarinin
Alveolar septal

sapma) grubu orani) duvar kalinhg
skorlarmas
Sham 8.06£1.68 1 0 (=X2)
Sham + 10 mg'kg Rosuvastatin 9.91+2.15b 1.22 0(<X2)
Sham + 20 mg'kg Rosuvastatin 9.71+1 810 1.2 0(>X2)
CLP 23.75+7 87" 2.94 2(=X2)
CLP + 10 mg/kg Rosuvastatin 120542380 1.50 0({=X2)
CLP + 20 mg'kg Rosuvastatin 12.93+2 850 1.60 0(=X2)

#p=0.000; Sham grubuna kars:
bp=0.000; CLP grubuna kars:

Tek Yonla ANOVA testi/ Tukey HSD test

Sham grubundaki farelerden alinan alveolar septal kalinlik orani 1 olarak belirlendi.

3.1.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Kullanilan antikorlar i¢in gruplardaki immiinohistokimya pozitiflik derece

skorunu Tablo 15°de gosterilmistir. CLP grubunda her antikorun skoru diger gruplara

gore anlamli

derecede yiiksekti.

Septik  hayvan modellerine

rosuvastatin

uygulandiginda bu skorlar azaldi. NF-kB/p65, kaspaz-3 ve 8-OHdG i¢in anlamli bir

doz farki g6zlemlenmedi.
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Tablo 14. THC Pozitiflik Derecesi Puan1 (%25 ve %75 ¢eyrekler arasi aralikla

ortanca)
Grup Kaspas-3 NF-kB/p65 8-0HdG
Pozitiflik Puam | Pozitiflik Puar Pozitiflik Puan

Sham 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Sham + 10 mg/kg 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
Rosuvastatin

Sham + 20 mg/kg 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
Rosuvastatin

CLP 3(3-3)° 3(3-3)° 3(2-3)°
CLP + 10 mg/kg 0.5(0-1)b 0(0-1)° 0(0-1)°
Rosuvastatin

CLP + 20 mg/kg 0(0-1)k 1(0-1)® 0{0-1)°
Rosuvastatin

3p=0.000; Sham grubuna karsi
5p=0.000; CLP grubuna karsi
Kruskal Wallis/ Tamhane T2 test

3.1.2.1. Kaspaz-3 Antikor Boyama Bulgular

Sekil 13, kaspaz-3 ile inkiibe edilmis akciger dokusu boliimlerinin temsili 11k
mikroskobik goriintiileridir. Pozitif hiicreler kuyruklu bir okla ve normal hiicreler
normal bir okla gosterilir. CLP grubuna ait kesitlerde alveolar septal duvar
yapilarinda kaspas-3 eksprese eden ¢ok sayida pnomosit (kuyruklu ok) gozlenir.

Rosuvastatin ile tedavi edilen septik siganlar, apoptotik hiicrelerde bir azalma

gosterdi.
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Sekil 10. Kaspas-3 ile inkiibe edilmis akciger dokusu boliimlerinin 151k mikroskobik
goruntisu

A: Sham,

B: Sham + 10 mg/kg Rosuvastatin,

C: Sham + 20 mg/kg Rosuvastatin,

D: CLP,

E: CLP + 10 mg/kg Rosuvastatin,

F: CLP + 20 mg/kg Rosuvastatin olarak gosterilmistir.
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3.1.2.2. NFkB/p65 Antikor Boyama Bulgulari

Sekil 14, NF-kP/p65 ile inkiibe edilmis akciger dokusu boliimlerinin temsili
151k mikroskobik goriintiileridir. CLP grubuna ait boliimlerde NF-kB/p65 ifade eden
kuyruklu oklu ¢ok sayida pnémosit gézlenir. Rosuvastatin ile tedavi edilen septik

sicanlar, NF-kB/p65 pozitif pndmosit sayisinda bir azalma gdsterdi.
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Sekil 11. NF-kB/p65 ile inkiibe edilmis akciger dokusu boliimlerinin temsili 151k
mikroskobik goriintiisii.
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A: Sham

B: Sham + 10 mg/kg Rosuvastatin

C: Sham + 20 mg/kg Rosuvastatin

D: CLP, E: CLP + 10 mg/kg Rosuvastatin

F: CLP + 20 mg/kg Rosuvastatin olarak gosterilmistir.

3.1.2.3. Anti-8-OHdG Antikor Boyama Bulgular:

Sekil 15, 8-OHAG ile tedavi edilen akciger dokusu kesitlerinin goriintiistidiir.
8-OHdG ifade eden hiicreler, goriildiigii gibi CLP grubunda 6nemli 6lgiide daha
yiiksekti. Rosuvastatin ile tedavi edilen septik sicanlar, 8-OHdAG pozitif pnomosit

sayisinda bir azalma gosterdi.
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Sekil 12. 8-OHdG ile tedavi edilen akciger dokusu kesitlerinin goriintiisi.

A: Sham

B: Sham + 10 mg/kg Rosuvastatin

C: Sham + 20 mg/kg Rosuvastatin

D: CLP, E: CLP + 10 mg/kg Rosuvastatin

F: CLP + 20 mg/kg Rosuvastatin olarak gosterilmistir.
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3.2. Biyokimyasal Analiz Bulgular

3.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi Bulgulari
Biyokimyasal sonuglara ilk baktigimizda MDA diizeyleri CLP grubunda

istatistiksel olarak anlamli derecede yliksekti. Bu artis, rosuvastatin uygulanan CLP

gruplarinda 6nemli Ol¢lide azaldi. Uygulanan dozlar arasinda istatistiksel bir fark

yoktu.
Tablo 15. Malondialdehit (MDA) Bulgular:
MDA (nmol/mg)

Sham 54.68 1.6
CLP 92.56114.72
CLP+10 mg/kg Rosuvastatin 51.08Lk6.5°
CLP+20 mg/kg Rosuvastatin 57.40£10.6°
Sham+10 mg/kg Rosuvastatin 46.5313.2
Sham+20 mg/kg Rosuvastatin 51.50%4.7

[statistiksel anlamlilik medyan + standart sapma olarak gosterilmistir.
Tek yonlit ANOVA/Tukey HSD Testi
ap<0.05; sham grubuyla karsilastiginda
b p<0.05; CLP grubuyla karsilastiginda
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Sham CLP CLP+10mg/kg CLP+20mg/kg Sham+ 10 mg/kg Sham+20mg/kg
Rosuvastatin Rosuvastatin Rosuvastatin Rosuvastatin

Sekil 13. TBARS (Malondialdehit (MDA)) analiz

3.2.2. indirgenmis Glutatyon (GSH) Analiz Bulgular:

Diisen glutatyon sonuglarina baktigimizda (tablo 15), CLP grubundaki
antioksidan seviyeleri diger gruplara gore anlamli derecede diisiiktii. Rosuvastatin
uygulanan CLP gruplarinda azalan glutatyon seviyeleri, sahte grup seviyelerine

onemli dlgiide yiikseldi. Uygulanan dozlar arasinda istatistiksel bir fark yoktu.
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Akciger Toplam Tiyol (umol/g doku)

Tablo 16. indirgenmis Glutatyon (GSH) bulgular:

GSH (nmol/mg)

Sham

19.05£2.8

CLP

12.75£1.7»

CLP+10 mg/kg Rosuvastatin 19.531+3.4°

CLP+20 mg/kg Rosuvastatin 19.0413.8°

Sham

+10 mg/kg Rosuvastatin 18.7213.6

Sham

+20 mg/kg Rosuvastatin 17.351x3.5

Istatistiksel anlamlilik medyan + standart sapma olarak gdsterilmistir.
Tek yonlit ANOVA/Tukey HSD Testi
2p<0.05; sham grubuyla karsilastiginda
b p<0.05; CLP grubuyla karsilagtiginda

25,00

20,00

15,00

10,00

5,0

o

0,00

GSH (nmol/mg)

Sham CLP CLP+ 10 mg/kg CLP+20 mg/kg Sham+ 10 mg/kg Sham+20 mg/kg
Rosuvastatin Rosuvastatin Rosuvastatin Rosuvastatin

Sekil 14. Toplam tiyol tayini (Indirgenmis Glutatyon (GSH)) analiz
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3.3. Molekiiler Genetik Analiz Bulgulari

3.3.1. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analiz Bulgulari

Yapilan kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu; Beclin-1,LC-
3, Bax, BCL-2 genlerinin gen anlatim diizeyleri Actb genine gore normalize edilerek
karsilagtirilmistir. Ekspresyonu yapilan genlerin Tm ve Ct degerlerine ait grafikler
sekil 16, 17, 18 ve 19’ da verilmistir.

Melting Peaks
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16,8871

14.8871

510)
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@ ©
o0 fun)
o0 o
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48871
28871

0887 | =

66 68 70 72 74 76 78 60 82 8 8 8 90 92 94 9%
Temperature [*C)

Sekil 15. Bax/98 bg geninin Tm grafigi
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Melting Peaks
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Sekil 16. Bcl-2/102 bg geninin Tm grafigi
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Sekil 17. LC-3/83 geninin Tm grafigi
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Melting Peaks
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Sekil 18. Beclin-1/142 bg geninin Tm grafigi

Beclin-1,LC-3,Bax, BCL-2 genlerinin ifade diizeylerinin kat cinsinden artig
oranlart hesaplanarak gen anlatimlarinin normalize edilmesi i¢in Actb geni referans

gen olarak kullanilmistir.
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BAX

2,5

SHAM CR10 CR20

Sekil 19. Akciger dokularinda Bax geninin anlatim diizeyinin Actb kontrol genine
gore degisimi.

[

*p<0.05; sham grubuyla karsilagtiginda,
*#p<0.05; CLP grubuyla karsilastiginda

BCL2

2,5

1,5
015 ‘ i

SHAM CR10 CR20

[N

o

Sekil 20. Akciger dokularinda Bcl-2geninin anlatim diizeyinin Actb kontrol genine
gore degisimi.

*p<0.05; sham grubuyla karsilagtiginda,
**p<0.05; CLP grubuyla karsilastiginda
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BCL2/BAX

1,4
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0

SHAM CR10 CR20

Sekil 21. Akciger dokularinda Bcl-2/Bax genlerinin Actb kontrol genine
gore degisimi

*p<0.05; sham grubuyla karsilagtiginda,
**p<0.05; CLP grubuyla karsilastiginda

2,5

1,5
0’5 i i
0

SHAM CLP CR10 CR20

N

[

Sekil 22. Akciger dokularinda LC-3 geninin anlatim diizeyinin Actb kontrol genine
gore degisimi

*p<0.05; sham grubuyla karsilastiginda,
**p<0.05; CLP grubuyla karsilagtiginda,
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Beclin-1

2,5
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SHAM CR10 CR20

Sekil 23. Akciger dokularinda Beclin-1 geninin anlatim diizeyinin Actb kontrol
genine gore degisimi.

[ERN

*p<0.05; sham grubuyla karsilastiginda,
**p<0.05; CLP grubuyla karsilastiginda

3.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Bulgulari

Sekil 24. % 0.8’1ik Agaroz jele yiiklenmis RNA 6rnekleri
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Sekil 25. % 1’lik Agaroz jele yiiklenmis PCR {iirtinleri
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Sekil 26. % 1’lik Agaroz jele yiiklenmis PCR iriinleri
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4. TARTISMA

Sepsis, klinikte ve 6zellikle yogun bakim iinitesine yatirilan hastalarda ortaya
c¢ikan, uzamis inflamasyona bagl olarak terapotik ag¢idan zorlayici, karmasik ve hatta
yasami tehdit eden bir durumdur (Lee, Medzikovic, Eghbali, Eltzschig, & Yuan,
2020). Birgok organin potansiyel katilimma ragmen, akcigerler sepsis ile iliskili
inflamasyon ve doku hasar1 i¢in ana hedef organi temsil etmektedir. Enfekte
bireylerde morbidite ve mortaliteyi azaltmak igin etkili antimikrobiyal tedaviler
kullanilmasma ragmen, bu ilaglarin kullanimi antibiyotik direng, kemoterapotik
ajanlarin istenmeyen etkileri ve diger eslik eden kosullar nedeniyle tedavide
basarisizliga yol agabilmektedir (Yildiz et al., 2021).

Ileri siiriilen sayisiz mekanizmaya ragmen sepsisin  patofizyolojik
mekanizmasi heniiz tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Bununla birlikte, sepsise
kars1 kontrolsiiz bir sekilde olusan bagisiklik yanitinin doku hasarina neden oldugu
bilinmektedir. Inflamasyon bélgesine go¢ eden bagisiklik hiicreleri, proinflamatuar
sitokinlerin miktarin1 ve sentezini arttirarak organlarda hiicresel hasara yol acar
(Gyawali, Ramakrishna, & Dhamoon, 2019). Proinflamatuar sitokinler, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda artigsa neden olarak oksidatif stresi indiikler ve
doku hasar1 olusturur. Doku diizeyindeki oksidatif stresin en Onemli
biyobelirteglerinden olan MDA’nin sepsis indiiksiyonunu takiben akcigerde artis
gosterdigi bildirilmistir (Kumar, 2020). Hiicrelerde bulunan enzimatik olmayan en
onemli antioksidan indirgenmis glutatyondur (GSH). GSH, esas olarak GPx
aktivitesi yoluyla peroksitleri azaltir, siiperoksit ve hidroksil radikallerini ortadan
kaldirir ve oksitlenmis C vitaminini yeniden tiretir (Hu, Wang, Han, & Yang, 2020).

Lipid disiiriicii ila¢ smifinin  bir iyesi olan statinler, 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleridir. Statinlerin tespit edilmis
antioksidan, antiinflamatuar ve immiinomodiilatér gibi o6zellikleri  kronik
hastaliklarin ~ alternatif tedavilerinde kullanilabilmesine imkan tanimaktadir.
Statinlerin 06zellikle immiinomodiilatér yonleri yaygin kullanimlarma baglantili
olarak, bu ilaglarin potansiyel etkilerinin incelenmesinin 6nemini gostermektedir (P.
Bradbury, D. Traini, A. J. Ammit, P. M. Young, & H. X. Ong, 2018). Rosuvastatin,
HMG-CoA rediiktazin aktif bolgesi icin yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu 6zellik
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sayesinde diger statinlere gore in vitro olarak enzim aktivitesini ve kolesterol
sentezini inhibe etmede daha biiyiik potansiyel sergilemektedir (S. Saadat,
Mohamadian Roshan, Aslani, & Boskabady, 2020).

Rosuvastatinin antioksidan 6zelliginin arastirildigi bir ¢alismada toksik bir
madde olan fipronil ile sicanlar da oksidatif hasar olusturulmus, karaciger ve
bobrekteki bu hasara rosuvastatinin etkisi analiz edilmistir. Abdel-Daim ve ark. bu
caligmalarinda siganlara oral yolla 15 giin boyunca 10 mg/kg rosuvastatin
uygulamislar, oksidatif stres ve antioksidan belirteclerini analiz etmisler. Fipronil
uygulamasi ile karaciger ve bobrekte artan MDA seviyelerini rosuvastatinin anlamli
derecede diislirdiiglinli, azalan GSH seviyelerini ise anlamli derecede artirdigini
tespit etmislerdir. Fipronilinin ayrica karaciger ve bobrek dokularinda kaspaz-3
ekspresyonunu artirdigini, oral yolla rosuvastatin aliminin vitamin E ile birlikte
apoptozun indiikklenmesiyle artan bu ekpresyon artisini diislirdiglinii tespit
etmislerdir (Abdel-Daim & Abdeen, 2018). Boylelikle siganlarda oral yolla alinan
idame 10 mg/kg rosuvastatin dozunun karacigerde ve bobrekte oksidatif stresin
azaltilmasinda, kaspaz ekspresyonunun diisiiriilmesinde etkili oldugu goriilmektedir.
Rosuvastatinin apoptoz mekanizmasinda tek basina anlamli etkisinin olup olmadigi
bu calismada netlik kazanmamastir.

Rosuvastanin koruyucu aktivitesinin arastirildigr farkli bir ¢alismada ise genis
spektrumlu bir antibiyotik ile kalp dokusunda olusturulan oksidatif stres,
inflamasyon ve apoptoza etkisi bildirilmistir. Miyokardiyal dokuda azitromisin
uygulamasiyla artan MDA seviyeleri rosuvastanin idame dozu (2 mg/kg) ile diisis
gostermis, GSH seviyeleri ise artis gostermistir. Azitromisin, kalp dokusunda ROS
tireterek apoptoza neden olmus, kaspaz-3 ekspresyonunu artirmistir. Azitromisinin
olusturdugu yiiksek kaspaz-3 ekspresyonu, rosuvastanin uygulamasi ile anlaml
sekilde diisiis gostermistir. Bu sonug¢, rosuvastanin bagimsiz anti-apoptotik
aktivitesini desteklemektedir (Mansour, Salem, Kader, Abdel-Alrahman, &
Mahmoud, 2021).

Otofaji, doku hasar1 sonucu olusan sitotoksik protein agregatlarin1 ve hasarl
organelleri lizozomal degradasyon yoluyla ortadan kaldiran veya geri doniistiiren,
hiicrenin hayatta kalmasini saglayan siki bir sekilde diizenlenmis bir siiregtir. Beclin-

1, otofajik vezikiiller ve lokalize otofajik proteinlerin olusumunu saglayarak otofaji
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ve hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde rol oynar (Kang, Zeh, Lotze, & Tang, 2011).
Artmig otofaji aktivitesi doku hasarmin deneysel modellerinde tespit edilmistir.
Calismalarin sonuglar1 otofajik vezikiillerin varliginin, hasarli hiicrenin 6lmekten
ziyade strese uyum saglama ve hayatta kalma girisimini temsil ettigini
gostermektedir. Sepsiste otofaji, hiicresel hasart ve hiicre oliimiinii sinirlayarak
hiicrenin hayatta kalma yanit1 olarak kabul edilmektedir (Karagiannidis et al., 2016).
Bununla birlikte, hiicre stresi diger Oliimciil mekanizmalar1 aktive ederek hiicre
oliimiine de yol agabilir. Otofajinin sepsis patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigi
yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir. CLP ile indiiklenen sepsis modelinde LC3 ve
Beclin-1 ekspresyonlarinin anlamli sekilde artig gosterdigi tespit edilmistir (Su et al.,
2015). Farkli bir ¢aligmada ise indiiklenen sepsis sonrasi birden fazla organda LC3
ekspresyonunun artis gosterdigi bildirilmistir (Lo et al., 2013).

Kaspaz-3 apoptozun baslamasinda ve ilerlemesin 6nemli rol oynayan bir
proteindir. Aktif kaspaz-3, apoptozun uygulanmasinda en 6nemli faktor oldugundan,
aktif kaspaz-3 seviyeleri apoptozun durumunu yansitmaktadir (Wang, Yang, Zhao, &
Zhang, 2018).

Zhang ve ark. rosuvastatinin antiinflamatuar etkisine bagli olarak kardiyakta
koruyucu etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Rosuvastatin, adriamisin
uygulanan si¢anlarin kalp dokusundaki hasar sonucu artis gosteren niikleer bir
protein olan HMGBL1 (High mobility group box—1) ve onun reseptériiniin (receptors
for advanced glycation end products, RAGE) protein ekspresyon seviyelerini
diisiirticii bir etki gostermistir. Bu sonug; rosuvastatinin HMGBI1/RAGE iliskili
inflamatuar yanit mekanizmasi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Zhang, Lu, Liu,
& Du, 2018).

Diger bir ¢aligmada ise Saadat ve ark. asttim ve hiperlipidemi sigcan
modellerinde rosuvastanin sitokin lretimini ve akciger inflamasyonunu baskilayici
etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Sicanlarin akciger dokular1 histopatolojik
degisiklikler bakimdan analiz edildiginde, asttim ve hiperlipidemi gruplarinda
peribronsiyal ve perivaskiilerde inflamatuar hiicre infiltrasyonu alanlar, hava yolu
epitel kalinlagsmasi, brons genislemesi ve hava boslugu genislemesi goézlemlendi.
Ayrica, astim ve hiperlipidemi gruplarinda inflamasyon ile birlikte kas hipertrofisi ve

amfizem kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksekti. Rosuvastatin uygulanan
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sicanlarin  peribrongiyallerinde azalmis inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
perivaskiiler alanlar tespit edildi (S. Saadat et al., 2020).

Marginean ve ark. rosuvastatin ile simvastatinin antiflamatuar etkilerini CLP
yontemi ile indiikledikleri sepsis modellerinde analiz etmislerdir. Siganlara oral yolla
20 ug/g rosuvastatin uyguladiklart ¢alismalarinda IL-1B (Interleukin 1-beta), 1L-6
(Interleukin 6) ve TNFa (Tumour Necrosis Factor — alpha) degerlerini gruplar
arasinda karsilastirdiklarinda rosuvastatinin simvastatin ile birlikte benzer
seviyelerde antiinflamatuar etkiye sahip olduklarini belirlemislerdir (Marginean M et
al., 2014)

Statinler, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz inhibitérleri, birincil
ve ikincil kardiyovaskiiler hastaliklar1 Onlemek icin dislipideminin tedavisinde
kanitlanmis ilaglardir. Statinlerin yararlar1 genellikle aterojenik lipoprotein
diizeylerinin diistiriilmesinden kaynaklanir. Lipid diizeylerini modiile etmeye ek
olarak, klinik ve deneysel calismalar, statinlerin antiinflamatuar, antiapoptotik ve
antifibrotik etkiler de dahil olmak iizere pleiotropik etkileri oldugunu gostermistir
(Nam et al, 2013). Bax ve Bcl-2 ile iliskili proteinlerin apoptoza katilimi
gbzlemlenmisdir. Bel-2 proteini, hiicreleri apoptozu indiikleyen cesitli uyaranlardan
korurken, Bcl-2'nin 6liimii baskilayan aktivitesi, Bax ile dimerizasyon yoluyla etkisiz
hale getirilebilir. Bax ve Bcl-2'nin nispi oraninin apoptoz sonrasi hiicre sagkalimini
belirledigi one stirtilmistiir (Nam et al., 2013).

Neredeyse %30'a varan 6liim oranlar1 ve yliksek mali yiik tagiyan bu hastalik,
diinya genelinde saglik hizmetleriyle ilgili pek ¢ok kaygiyr glindeme getiriyor.
Hastalik, konakg¢i organizma i¢in zararli oldugu nihai olarak kanitlanmis bazi
enflamatuar yollarin tetiklenmesi ile karakterize edilir. Antibiyotikler, siv1
uygulamasi, vazopresor tedavisi ve enfeksiydz kaynak kontrolii Onerilen yontem
stratejileri var olsada, ortaya ¢ikan bilimsel veriler statinleri yeni bir tedavi yontemi
olarak onermektedir. Bu ilaclar ilk olarak kolesterol diisliriicii etkileri nedeniyle
klinik uygulamaya girmistir, ancak HMG-CoA rediiktaz ve kolesterol biyosentetik
yolunun inhibisyonu, genellikle pleiotropik olarak adlandirilan daha az galisilmis
bazi etkileri de ortaya ¢ikmistir (Marginean et al., 2014).

Rosuvastatin, ¢esitli farmakolojik etkiler sergileyen yeni nesil bir statindir.

flag, HMG-CoA rediiktazin aktif bolgesi i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir ve diger
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statinlere gore enzim aktivitesini ve in vitro kolesterol sentezini inhibe etmede daha
biiyiik bir potansiyel sergiler. rosuvastatinin diger statinlerden daha giiglii pleiotropik
etkileri oldugu da bilinmektedir (Saadat & Boskabady, 2021).

Son zamanlarda rosuvastatinin ilaca bagli nefrotoksisiteye ve kalp, bagirsak
ve omurilikte iskemi reperfiizyon hasarina karsi serbest radikallerin azaltilmasi ve
antioksidan enzimlerin diizenlenmesi yoluyla koruma sagladig: bildirilmistir. Ancak
bugiine kadar rosuvastatinin insektisit kaynakli oksidatif hasarlara karsi koruyucu
etkileri arastirilmamustir (Abdel-Daim & Abdeen, 2018).

Rosuvastatin, statinlerin en giigliisiidiir, ¢linkii HMG-CoA rediiktazin aktif
bolgesi i¢in en biiyiik afiniteye sahiptir ve protein-ligand etkilesimleri en fazladir.
Rosuvastatinin hepatik enzimler tarafindan metabolize edilmesi yavas oldugundan
plazmadaki etki siiresi ve yart Omrii diger statinlere gore daha yiiksektir
(Abdolmaleki, Zahri, & Bayrami, 2020).

Abdolmaleki ve ark. yaptigi bir calismada erkek wistar siganlarda siyatik sinir
ezilme yaralanmasinda noroprotektif Ozelliklerini arastirmiglardir. Her grupta 14
sican olacak sekilde rastgele dort gruba ayrildi. Iki deney grubu, postoperatif yedi
giin boyunca giinliik olarak 5 veya 10 mg/kg rosuvastatin ile tedavi edildi.
Rosuvastatin dozlar1 daha Onceki ¢aligmalarda merkezi sinir sistemi (MSS)
yaralanmalarinda noroprotektif etki gosterdigi icin secilmistir. Sicanlara 30 saniye
boyunca bir damar klemp kullanilarak sol siyatik sinir ezilme yaralanmasi uygulandi.
Kontrol grubuna da aym sekilde uygulama yapildi. Iyilesme siirecinde davranissal,
elektrofizyolojik, morfolojik ve molekiiler parametreler incelendi. Siyatik sinir
ezilmesinden sonra tiim dozlarda kronik rosuvastatin uygulamasi, sinir
rejenerasyonunu dnemli Olciide destekledi ve motor fonksiyon iyilesmesini dnemli
Ol¢iide  hizlandirdi.  Kontrollere kiyasla rosuvastatin  tedavi  gruplarinda
elektrofizyolojik, morfolojik ve molekiiler parametreler de iyilesti. Bu bulgular,
rosuvastatinin néroprotektif etkilerinin, antioksidan ve antiinflamatuar aktivitesinden
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiyac oldugu agiktir (Abdolmaleki et al., 2020).

Wang ve ark. yapmis oldugu bir calismada sepsisli sicanlarda HMGB1
proteinin miyokardiyal hiicrelerin immiin fonksiyonu ve otofaji diizeyi lizerindeki

etkilerini arastirmak amaciyla sicanlarda sepsis modellerini olusturmak i¢in c¢ekal
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ligasyon ve perforasyon (CLP) yontemi kullanildi. Toplam 60 sprague dawley sican
kullanildi. Her bir grupta 20 si¢an olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Sepsisli sicanlarda
serum HMGBI1 seviyesi, inflamatuar faktorlerin ekspresyon seviyeleri, otofaji ile
ilgili protein; LC3 ve Beclin-1 ve apoptoz ile ilgili protein B lenfoblastoma-2 (Bcl-2)
ekspresyon seviyeleri 6l¢iildii. Spesifik olarak. Sepsiste serum HMGBI1 seviyesinin
artmasi hiicresel immiin disfonksiyon lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Sepsis,
miyokardiyal otofajiyi etkili bir sekilde aktive edebilir ve otofaji seviyesi artan bir
egilim gosterir. Inflamatuar faktdrler sepsis patogenezinde, sistemik inflamatuar
yanitta ve ¢oklu organ disfonksiyonunda hayati rol oynar. Ayrica hiicre apoptozunda
indiikleyici faktorlerdir. Hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar faktorler tiim
viicut tizerinde belirgin bir etki yaratir (Wu, Wang, Yang, & Dong, 2021).

Yunlie Su ve ark. septik sicanlarin hipokampiisiindeki otofaji siirecini ve NF-
kB/p65'nin roliinii arastirmiglardir. Beyin disfonksiyonlu sepsis, morbidite ve
mortalite riskinin artmasina katkida bulunmustur. Patofizyolojisinde hem otofaji hem
de niikleer faktor —kp (NF- kB) 6nemli roller oynadigi 6ne siiriilmiistiir. Erkek wistar
sicanlarina ¢ekal ligasyon ve ponksiyon (CLP) veya sahte operasyon uygulandi. NF-
kB/p65 sinyal yolunun bir inhibitorii olan pirolidin ditiyokarbamat (PDTC), CLP
operasyonundan 2 saat dnce si¢anlarla tedavi etmek icin kullanildi. Sahte ameliyat
edilen farelerle karsilastirildiginda, CLP fareleri azalan ortalama arter basinci, artan
kalp hiz1 ve patolojik histolojik degisiklikler gdsterdi. CLP uygulanan siganlarda
LC3-II'de artig, Beclinl seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Sonu¢ olarak CLP
uygulanan siganlarinin hipokampusu sirasindaki otofaji siireci, NF-kB/p65 sinyal
yolunun aktivasyonu ile bloke edilebilir. NF-kB/p65 sinyal yolunun inhibisyonu,
septik beyinlerde néroprotektif bir islevle otofajinin tamamlanmasini artirabilir (Su et

al., 2015).
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5. SONUC VE ONERILER

1) Rosuvastatin, CLP yontemi ile olusturulan deneysel sepsis modelinde
akciger dokusundaki oksidatif hasari istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiriicii
etki gostermistir.

2) Rosuvastatin, CLP yontemi ile olusturulan deneysel sepsis modelinde
belirgin sekilde azalan antioksidan seviyelerini istatistiksel olarak anlamli derecede
artirmistir.

3) Deneysel sepsis modelinde histopatolojik olarak hasara ugradigi tespit
edilen akciger dokusunun hasar orani rosuvastatin uygulanmasi ile anlamli seviyelere
diismiistiir.

4) Deneysel sepsis modelinde immiinohistokimyasal olarak analiz edilen
inflamatuar basamaklarinda, rosuvastatinin istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
baskilayict etki gosterdigi tespit edilmistir.

5) Analiz edilen biitiin parametrelerin bulgulari, rosuvastatinin sepsis sonucu
olusan akciger doku hasarina kars1 koruyucu etkisinin varligini gostermistir.

6) Farkli dozlarin etkinligi analiz edilip degerlendiginde sepsis sonucu olusan
akciger hasarina karsi en etkin dozun 10 mg/kg oldugu belirlenmistir.

7) Teropatik agidan zorlayici, karmasik ve yiiksek orandaki mortalite
ozellikleri olan sepsise rosuvastatin gibi yaygin kullanilan bir ilacin tedavi edici
etkisi 6nemli bir bulgudur. Calismamizin bulgulari rosuvastatinin farkli potansiyel
etkilerinin ortaya cikarilmasina 1s1k tutacak, yeni tedavi stratejilerinin olugmasina

katki saglayacaktir.

73



KAYNAKCA

Abdel-Daim, M.M., & Abdeen, A. (2018). Protective effects of rosuvastatin
and vitamin e against fipronil-mediated oxidative damage and apoptosis in rat liver
and kidney. Food Chem Toxicol, 114, 69-77. doi: 10.1016/j.fct.2018.01.055

Akker, M., & Utku, T. (2020). Sepsis and lipid metabolism. Tiirk Yogun
Bakim Dergisi, 18(2), 63.

Aksit, H., & BILDIK, A. (2008). Apoptozis. Yiiziincii Yil Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 55-63.

Al-Khafaji, A.H., Sharma, S., & Eschun, G. (2017). Multiple organ
dysfunction syndrome in sepsis. Drugs & Diseases> Infectious Diseases. Updated:
Mar, 7.

' Alkurt, G. Otofaji ve apoptoz Iliskisinin bag-1, bcl-2 ve beclin 1 iizerinden
Incelenmesi. Fen Bilimleri Enstitiisii.

Arslan, D.O., Korkmaz, G., & GOZUACIK, D. (2011). Otofaji: Bir hiicresel
stres yanit1 ve dlilm mekanizmasi. Acibadem Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi(4),
184-194.

BASLILAR, S., & AYDIN, M. Evaluation of long-term effect of tuberculosis
chemoprophylaxis in patients using anti tumor necrosis factor alpha agents.
Anatolian Current Medical Journal, 3(2), 115-119.

Bodur, M., & Unal, R.N. (2019). Kronik hastaliklar ekseninde diyette yiiksek
fruktoz ve doymus yag asitlerinin kronik diisiik derece inflamasyon iizerine etkisi.
Cukurova Medical Journal, 44(2), 685-694.

Bosmann, M., & Ward, P.A. (2013). The inflammatory response in sepsis.
Trends in immunology, 34(3), 129-136.

Bradbury, P., Traini, D., Ammit, AJ., Young, P.M., & Ong, H.X. (2018).
Repurposing of statins via inhalation to treat lung inflammatory conditions.
Advanced Drug Delivery Reviews, 133, 93-106.

74



Bradbury, P., Traini, D., Ammit, A.J., Young, P.M., & Ong, H.X. (2018).
Repurposing of statins via inhalation to treat lung inflammatory conditions. Adv
Drug Deliv Rev, 133, 93-106. doi: 10.1016/j.addr.2018.06.005

CAN, N.K. Erkek iireme sistemi ve otofaji. Uluslararasi Modern Saglik
Bilimleri Dergisi, 1(1), 10-14.

Chakraborty, R.K., & Burns, B. (2019). Systemic inflammatory response
syndrome.

Cortese, F., Gesualdo, M., Cortese, A., Carbonara, S., Devito, F., Zito, A,, . ..
Ciccone, M.M. (2016). Rosuvastatin: Beyond the cholesterol-lowering effect.
Pharmacological research, 107, 1-18.

CALANGU, S. Septik sok.

CETIN, T., & OZGUNES, H. (2017). Statinlerin toksikolojik acidan
degerlendirilmesi. Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy(1), 18-
28.

Dejager, L., Pinheiro, 1., Dejonckheere, E., & Libert, C. (2011). Cecal
ligation and puncture: The gold standard model for polymicrobial sepsis? Trends in
microbiology, 19(4), 198-208.

Demirbilek, S., Sizanh, E.E., Karaman, A., Karadag, N., Bayraktar, N.,
Tiirkmen, E., & Ersoy, M.O. (2004). Septik ratlarda metilen mavisinin akciger hasari
tizerine etkileri. Journal of Turgut Ozal Medical Center, 11(4).

Duman, M., Sevketoglu, E., Arslankdyli, A.E., Koroglu, F., Yilmaz, H.L.,
Saz, U,, . .. Besli, G.E. (2018). Cocuklarda sepsis ve septik sok protokoli. Cocuk
Acil Tip ve Yogun Bakim Dernegi, 1-22.

ERKAYMAN, B. (2020). Sepsis olusturmak I¢in kullanilan deneysel hayvan
modelleri. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi, 15(2), 181-186.

75



EROGLU, M.S., & KIRBAS, A. (2020). Sistemik Inflamatuar yanit
sendromu ve sepsis. Fiwrat Universitesi Saglik Bilimleri Veteriner Dergisi, 34(1), 61-
67.

Ertas, F.S. (2011). Birincil korumada dislipidemi tedavisi ve rosuvastatin.

Giridharan, S., & Srinivasan, M. (2018). Mechanisms of nf-xkb p65 and
strategies for therapeutic manipulation. Journal of inflammation research, 11, 407.

Gotts, J.E., & Matthay, M.A. (2016). Sepsis: Pathophysiology and clinical
management. Bmj, 353.

Giinal, O., & Barut, H. (2009). Sepsis ve prokalsitonin. Cumhuriyet Medical
Journal, 31(4), 502-512.

. Giirkan, O.U., & COBANLI, B. (1999). Sepsis ve septik sok. Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi, 52(1).

Gyawali, B., Ramakrishna, K., & Dhamoon, A.S. (2019). Sepsis: The
evolution in definition, pathophysiology, and management. SAGE Open Med, 7,
2050312119835043. doi: 10.1177/2050312119835043

Hu, Q., Wang, Q., Han, C., & Yang, Y. (2020). Sufentanil attenuates
inflammation and oxidative stress in sepsis-induced acute lung injury by
downregulating kngl expression. Mol Med Rep, 22(5), 4298-4306. doi:
10.3892/mmr.2020.11526

Kang, R., Zeh, H.J., Lotze, M.T., & Tang, D. (2011). The beclin 1 network
regulates autophagy and apoptosis. Cell Death Differ, 18(4), 571-580. doi:
10.1038/cdd.2010.191

Karadag, A. (2016). Otofaji: Programli hiicre oOlimi. Ankara Saglik
Hizmetleri Dergisi, 15(2), 19-26.

Karagiannidis, 1., Kataki, A., Glustianou, G., Memos, N., Papalois, A.,
Alexakis, N., . . . Konstadoulakis, M.M. (2016). Extended cytoprotective effect of
autophagy in the late stages of sepsis and fluctuations in signal transduction

76



pathways in a rat experimental model of kidney injury. Shock, 45(2), 139-147. doi:
10.1097/SHK.0000000000000505

Kelek, A.E. (2021). Deneysel diabet olusturulan ratlarda finasteride'nin
oksidatif stres ve apoptozis iizerine etkileri. Balikesir Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii.

Kilit, C., Kogak, F.E., & Kilit, T.P. (2017). Comparison of the effects of high-
dose atorvastatin and high-dose rosuvastatin on oxidative stress in patients with acute
myocardial infarction: A pilot study. Turk Kardiyol Dern Ars, 45(3), 235-243.

Kumar, V. (2020). Pulmonary innate immune response determines the
outcome of inflammation during pneumonia and sepsis-associated acute lung injury.
Front Immunol, 11, 1722. doi: 10.3389/fimmu.2020.01722

Lamb, Y.N. (2020). Rosuvastatin/ezetimibe: A  review in
hypercholesterolemia. American Journal of Cardiovascular Drugs, 20(4), 381-392.

Lee, L.K., Medzikovic, L., Eghbali, M., Eltzschig, H.K., & Yuan, X. (2020).
The role of micrornas in acute respiratory distress syndrome and sepsis, from targets
to therapies: A narrative review. Anesth Analg, 131(5), 1471-1484. doi:
10.1213/ANE.0000000000005146

Levine, B., & Yuan, J. (2005). Autophagy in cell death: An innocent convict?
The Journal of clinical investigation, 115(10), 2679-2688.

Lo, S., Yuan, S.S., Hsu, C., Cheng, Y.J., Chang, Y.F., Hsueh, HW., . . .
Hsieh, Y.C. (2013). Lc3 over-expression improves survival and attenuates lung
injury through increasing autophagosomal clearance in septic mice. Ann Surg,
257(2), 352-363. doi: 10.1097/SLA.0b013e318269d0e2

Lushchak, V.l. (2016). Contaminant-induced oxidative stress in fish: A
mechanistic approach. Fish physiology and biochemistry, 42(2), 711-747.

Mansour, B.S., Salem, N.A., Kader, G.A., Abdel-Alrahman, G., & Mahmoud,
O.M. (2021). Protective effect of rosuvastatin on azithromycin induced
cardiotoxicity in a rat model. Life Sci, 269, 119099. doi: 10.1016/j.1fs.2021.119099

77



Marginean M, M., Tranca, S., Ardelean-Maghiar, A., Dirzu, D., Hutanu, A.,
Platon, O., & Dobreanu, D. (2014). Comparing the anti-inflammatory effects of
simvastatin and rosuvastatin by measuring il-1p, il-6 and tnf-a levels using a murinic
caecal ligation and puncture induced sepsis model / compararea efectelor anti-
inflamatoare ale simvastatinei si rosuvastatinei masurand nivelele serice ale il-1, il-
6 si tnf-a folosind un model de sepsis la sobolan indus prin ligatura si punctie cecala.
Romanian Review of Laboratory Medicine, 22(4). doi: 10.2478/rrim-2014-0037

Mayr, F.B., Yende, S., & Angus, D.C. (2014). Epidemiology of severe sepsis.
Virulence, 5(1), 4-11.

Menna-Barreto, R.F.S. (2016). Guidelines for the use and interpretation of
assays for monitoring autophagy.

Nagar, H., Piao, S., & Kim, C.-S. (2018). Role of mitochondrial oxidative
stress in sepsis. Acute and critical care, 33(2), 65-72.

NEDIR, K.Y. Optimal statin tedavisi nedir? Hangl doz? /CINDEKILER
(devam), 49.

Ottaway, J. (1989). Mechanistic principles of enzyme activity: Edited by jf
liecbman and a. Greenberg; vch publishers, new york and weinheim, 1988; xii+ 404
pages;£ 69.00: Wiley Online Library.

Pastore, A., Piemonte, F., Locatelli, M., Lo Russo, A., Gaeta, L.M., Tozzi,
G., & Federici, G. (2001). Determination of blood total, reduced, and oxidized
glutathione in pediatric subjects. Clinical chemistry, 47(8), 1467-1469.

Patty, D.N.J., Safitri, T.A., & Saraswati, H. (2020). Specific primer for
human bcl-2-protein expression analysis. KnE Life Sciences.

Porter, A.G., & Jéanicke, R.U. (1999). Emerging roles of caspase-3 in
apoptosis. Cell death & differentiation, 6(2), 99-104.

Quirk, J., Thornton, M., & Kirkpatrick, P. (2003). Rosuvastatin calcium. Nat
Rev Drug Discov, 2(10), 769-770.

78



Saadat, S., Mohamadian Roshan, N., Aslani, M.R., & Boskabady, M.H.
(2020). Rosuvastatin suppresses cytokine production and lung inflammation in
asthmatic, hyperlipidemic and asthmatic-hyperlipidemic rat models. Cytokine, 128,
154993. doi: 10.1016/j.cyt0.2020.154993

Saadat, S., Roshan, N.M., Aslani, M.R., & Boskabady, M.H. (2020).
Rosuvastatin suppresses cytokine production and lung inflammation in asthmatic,
hyperlipidemic and asthmatic-hyperlipidemic rat models. Cytokine, 128, 154993.

Su, Y., Qu, Y., Zhao, F., Li, H., Mu, D., & Li, X. (2015). Regulation of
autophagy by the nuclear factor kappab signaling pathway in the hippocampus of rats
with sepsis. J Neuroinflammation, 12, 116. doi: 10.1186/s12974-015-0336-2

Tabakoglu, E., & Durgut, R. (2013). Veteriner hekimlikte oksidatif stres ve
bazi 6nemli hastaliklarda oksidatif stresin etkileri. Avkae Derg, 3(1), 69-75.

TURKEL, Y., & TERZI, M. (2009). Statinlerin noroloji pratigindeki yeri.
Journal of Experimental and Clinical Medicine, 26(2), 55-61.

Valavanidis, A., Vlachogianni, T., & Fiotakis, C. (2009). 8-hydroxy-2’ -
deoxyguanosine (8-ohdg): A critical biomarker of oxidative stress and
carcinogenesis. Journal of environmental science and health Part C, 27(2), 120-139.

Wang, Y., Yang, W., Zhao, X., & Zhang, R. (2018). Experimental study of
the protective effect of simvastatin on lung injury in rats with sepsis. Inflammation,
41(1), 104-113. doi: 10.1007/s10753-017-0668-4

Yildiz, I.E., Topcu, A., Bahceci, 1., Arpa, M., Tumkaya, L., Mercantepe, T., .
.. Yildiz, Y. (2021). The protective role of fosfomycin in lung injury due to
oxidative stress and inflammation caused by sepsis. Life Sci, 279, 119662. doi:
10.1016/j.1fs.2021.119662

Zhang, H., Lu, X., Liu, Z., & Du, K. (2018). Rosuvastatin reduces the pro-
inflammatory effects of adriamycin on the expression of hmgbl and rage in rats. Int J
Mol Med, 42(6), 3415-3423. doi: 10.3892/ijmm.2018.3928

Zhong, Y., Wang, Q.J., Li, X,, Yan, Y., Backer, J.M., Chait, B.T., ... Yue, Z.
(2009). Distinct regulation of autophagic activity by atgl4l and rubicon associated

79



with beclin 1-phosphatidylinositol-3-kinase complex. Nature cell biology, 11(4),
468-476.

Arinci K, Elhan A. Anatomi. 1. Cilt, 3. Baski, Ankara: Giines Kitabevi, 2001.

Kumar V., Abbas A. K., and Fausto N. 2009. Robbins ve Cotran, Hastaligin
Patolojik Temeli, 7. ed.: 878 - 922. Ankara: Giines T1p Kitabevleri

Mis, L., & Yeltekin, A. C. (2014). Apoptosis. Bitlis Eren Universitesi Fen
Bilimleri Dergisi, 3(1), 102-112

Abdel-Daim, M. M., & Abdeen, A. (2018). Protective effects of rosuvastatin
and vitamin e against fipronil-mediated oxidative damage and apoptosis in rat liver
and kidney. Food and chemical toxicology, 114, 69-77.

Abdolmaleki, A., Zahri, S., & Bayrami, A. (2020). Rosuvastatin enhanced
functional recovery after sciatic nerve injury in the rat. European Journal of
Pharmacology, 882, 173260.

EROGLU, M. S., & KIRBAS, A. (2020). Sistemik Inflamatuar yanit
sendromu ve sepsis. Firat Universitesi Saglik Bilimleri Veteriner Dergisi, 34(1), 61-
67.

Marginean, M. M., Tranca, S., Ardelean-Maghiar , A., Dirzu, D., Hutanu, A.,
Platon , O., & Dobreanu, D. (2014). Comparing the anti-inflammatory effects of
simvastatin and rosuvastatin by measuring il-1 beta, il-6 and tnf-alpha levels using a
murinic caecal ligation and puncture induced sepsis model. REVISTA ROMANA DE
MEDICINA DE LABORATOR, 22(4), 439-450.

Nam, H. K., Lee, S. J., Kim, M. H., Rho, J. H.,, Son, Y. K., Lee, S. M., . ..
An, W. S. (2013). Rosuvastatin attenuates inflammation, apoptosis and fibrosis in a
rat model of cyclosporine-induced nephropathy. American Journal of Nephrology,
37(1), 7-15.

Saadat, S., & Boskabady, M. H. (2021). Anti-inflammatory and antioxidant
effects of rosuvastatin on asthmatic, hyperlipidemic, and asthmatic-hyperlipidemic
rat models. Inflammation, 44(6), 2279-2290.

80



Su, Y., Qu, Y., Zhao, F., Li, H., Mu, D., & Li, X. (2015). Regulation of
autophagy by the nuclear factor kb signaling pathway in the hippocampus of rats
with sepsis. Journal of neuroinflammation, 12(1), 1-12.

Wu, Y., Wang, H., Yang, Y., & Dong, Q. (2021). Effect of serum high
mobility group box 1 protein on immune function and autophagy level of myocardial
cells in rats with sepsis. European Review for Medical and Pharmacological
Sciences, 25(4), 2065-2071.

81



ETIiK KURUL KARARI
Ek-1 Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi Aragtirma Bagvurusu Onay

Formu

Tic;
RECEP TAYYIP ERDOGAN UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU BASKANLIGI ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI
(Republic of Turkey Recep Tayyip Erdogan University Local Ethics Committee for Animal Experiments)

ETIK KURUL DOSYA NO( REFERENCE):34
GALISMANIN ADI Siganlarda Cekal Baglama Ve Delme Yontemi lle Indiklenen Sepsis
Modelinde Rosuvastatinin Akciger Dokusu Ozerine Etkisi
Title The Effect Of Rosuvastatin On Lung Tissue In The Sepsis Model Induced By Cecal
BASVURU Ligation And Puncture In Rats
BILGILERI SORUMLU ARASTIRMACI | p 435 (Jyesi Faruk SAYDAM
(Application (Director of Project) s
Information) ”?m;"‘ Atilla TOPCU, Safiye Ingira YILDIZ
BASVURULAN ETIK KURUL ::cr::‘ Tayylp Erdogan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
ARASTIRMAYA KATILAN B rek Merkez ok merkeali [Clgok Merkezti
MERKEZLER Ulusal Ulusal Uluslararas:
Karar No(Decision No):2020/32 | Tarih (Date): 16.07.2020
KARAR R.T.E. Oniversitesi Tip Fakiltes’ nden, Dr.Ogr.Uyesi Faruk SAYDAM ‘in sorumlulugunda
BILGILERI ylr(tOlen ve yukanda bagvuru bilgileri verilen Hayvan Deneyleri Aragtirma bagvuru dosyas: ve ilgili
belgeler, aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis,
gergeklestiriimesinde etik sakinca bul diina katilan Gyelerin oy birligiyle karar veriimigtir.
Oacliion udorinition The study above has been approved by the Local Ethics Committee of R.T.E.University.
[<JAccepted | [ |Rejected
UYELER (Members)
Unvani/ Adi/ Soyadi Uzmanhk Kurumu Cinsiyeti Higki Katthm Imza
£k Oyeligi Dali (*) e
Su Ortnleri
Prof.Dr. Fikri BALTA R.T.E. Universitesi
(Bagkan, Midir) N:::::: * | su Ortnler! Fak. & O @ | B O ( "/
Dog.Dr. Levent s
TOMKAYA (Bagkan 5::::;‘::;11 ?;tr..l:nmmw . Oe B [ Ee Ow
Vekili) i "
4
Dog.Dr. Ayse ERTORK | Enfeksvon | g o e Gniversitesi X L
o (Oye) Hut.'v\‘l‘:rllmnlk Tio Fak. K O Bn | R D‘n’i _F
Dog.Dr. Serkan GUL R.T.E. Universitesi
(Oye) Biyolo)i Fen Edeblyat Fak. E Ce B&u | O HEu xA'rluu‘\m )
Dog.Dr.Kazim SAHIN Tibbi R.T.E. Oniversitesi o
(Oye) Mikrobiyoloji | Tip Fak. . Oe & | Re O
Dog.Dr, Hillya KILIC Tibbi R.T.E Oniversitesi AT
 yimaz (Oye) Biyokimya | Tip Fak. 2 Oe Q| O & | xamisao
Dr.Ogr.Uyesi Hatice R.T.E. Universitesi T
SEVIM NALKIRAN (Oye) Tibbi Biyoloji | ey K Ce B@H | @e [Ou
Dr.Ogr.Oyesi Murat Protetik Dis | R.T.E. Universitesi -
ALKURT ( Oye) Tedavisl | Dis Hekimiigi Fak. . Oe R | DOe & | xamsao
Vetariven R.T.E. Oniversitesi - -
Senay CAKIROGLU (Uye) Hekim Deney Hay.Uy.ve K e B | ®We [ 1 e
Ary.
sevket CAKMAKC! (Uye) | Sagik Caligani | Sendika Oyesi E Cle B@un | BEe Ou
R"“m;'an :;:": Sivil Oye K Ce B&n | e E&H | kariemam

TA’.}(I"I‘\J ile lligki{Relationtotheproject, E: Yes, H: No)
**Toplantida Bulunma(Attendance, E: Yes, H: No)

82



