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TESEKKUR
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eksiltmemis fedakar hocam, tez danismanim Prof. Dr. Aliye Esmaoglu CORUH’a;

Ameliyathane ve yogun bakimda birlikte ¢alistigim anestezi teknisyenleri, cerrahi

teknisyenler, hemsire arkadaslarima,
Yogun bakim hemsireleri, teknisyenleri ve Yogun bakim sorumlusu degerli hocalarima,
Birlikte caligsmaktan biiyiik keyif aldigim sevgili asistan arkadaslarimin herbirine,
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cocuklart olmaktan gurur duydugum canim aileme,

Bana her zaman destek ve yardimc1 olan, sabri ve sevgisini daima {lizerimde hissettigim

kiymetli esim Tutkun TALIH’e, 6zlemle bekledigim ogluma sonsuz tesekkiir ederim.

Dr. Gamze TALIH
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SICANLARDA OLUSTURULAN KOLISTIN NEFROTOKSISITESINE
DEKSMEDETOMIDININ ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Bu calismada siganlarda olusturulan kolistin nefrotoksisitesinin hangi
mekanizma ile oldugunun ve kolistin nefrotoksisitesine deksmedetomidinin etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve metod: Caligmada 32 adet Wistor-albino cinsi sigan kullanildi. Her biri 8
sicandan olusturulan 4 grup olusturuldu. Kontrol grubuna giinde 2 kez ip SF uyguland.
Kolistin grubuna 10 mg/kg dozunda giinde 2 kez ip kolistin uygulandi. DEX10 grubuna
ip 10 meg/kg deksmedetomidin uygulandiktan 20 dk sonra 10 mg/kg kolistin uygulandi.
DEX20 grubuna ip 20 mcg/kg deksmedetomidin uygulandiktan 20 dk sonra 10 mg/kg
kolistin enjeksiyonu yapildi. Uygulamalara 7 giin boyunca ve giinde 2 kez olacak
sekilde devam edildi. Tiim gruplardaki ratlar 8. giin sakrifiye edildi, kan 6rnekleri ve
bobrek doku 6rnekleri alindi. Kan 6rneklerinde BUN, Cr, KIM-1, TAS, TOS calisildi.
Doku 6rneklerine immunohistokimyasal olarak kaspase-3 boyama yapildi.

Bulgular: BUN, Cr ve TOS degerleri; kolistin grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yuksek (p<0,001); DEX10 ve DEX20 grubunda Kolistin
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p<0,001). KIM-1 degerleri
kolistin grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek
bulundu. DEX10 grubunda ise; kolistin grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diisiik
bulundu (p=0,018). DEX10 ve DEX20 gruplarinda TAS degerleri kolistin grubuna gore
diigik bulundu (p>0,05). Kaspase-3 ile degerlendirilen apopitotik aktivite kolistin
grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek idi (p=0,021). DEX10 ve DEX20’de
kaspase-3 aktivitesi kolistin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da diisiik

bulundu.

Sonug: Kolistinin nefrotoksik etkisinin proksimal tubul disfonksiyonu ile olustugu
gorilmektedir. Oksidatif hasarin ve apopitozisin nefrotoksisitede etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Deksmedetomidinin  kolistinin neden oldugu nefrotoksisiteyi

Onleyebilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: kolistin, kolistin nefrotoksisitesi, deksmedetomidin
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THE ANALYSIS OF THE DEXMEDETOMIDINE EFFECT ON COLISTIN
NEPHROTOXICITY FORMED IN RATS

ABSTRACT

Aim: This study aims to analyze the mechanism leading to colistin nephrotoxicity

formed in rats and to analyze the effect of dexmedetomidine on colistin nephrotoxicity.

Materials and Methods: The study employed 32 Wistor-albino rats and formed 4
groups consisting of 8 rats each. The control group was given ip SF two times a day.
The colistin group was given a dose of 10mg/kg colistin two times a day. The DEX10
group was given ip 10 mcg/kg dexmedetomidine and after 20 minutes they received
10mg/kg colistin. The DEX20 group was given 20 mcg/kg dexmedetomidine and after
20 minutes they were injected 10 mg/kg colistin. The application lasted 7 days and
twice a day. The rats in all groups were sacrificed and after that blood samples and
kidney tissue samples were collected. The BUN, Cr, KIM-1, TAS and TOS were
examined in the blood samples. The tissue samples were immunohistochemically dyed
caspase 3.

Results: The BUN, Cr, and TOS values were found to be high at a statistically
significant level in the colistin group compared to the control group (p<0,001); and the
same values were low at a statitically significant level in the DEX10 and DEX20 groups
compared to the colistin group (p<0,001). KIM-1 values were found to be high,
although not at a statistically significant level, in the colistin group compared to the
control group; and in they were low at a statistically significant level in the DEX10
group compared to the colistin group (p=0,018). The TAS values were found to be low
in the DEX10 and DEX20 groups compared to the kolistin group (p>0,05). The
apoptotic activity, which is evaluated with caspase-3, was significantly high in the
colistin group compared to the control group (p=0,021). The caspase-3 activity was
found to be low, although not at a statistically significant level, in the DEX10 and
DEX20 groups compared to the colistin group.

Conclusion: The nephrotoxic effect of colistin seems to emerge from proximal tubul
disfunction. Oksidative damage and apoptos are considered to be influential in
nephrotoxicity. Dexmedetomidine was shown to prevent nephrotoxicity caused by

colistin.

Key words: colistin, colistin nephrotoxicity, dexmedetomidine.
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1. GIRIS VE AMAC

Hastane enfeksiyonlar1 genel olarak enfeksiyon disinda bir nedenle hastaneye basvuran
bir hastada hastanede gelisen enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Hastane
enfeksiyonlart genellikle hasta hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra ve taburcu olduktan
sonra 10 giin i¢inde gelismektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar hastalarda
fonksiyonel bozukluklara, duygusal strese, yasam kalitesinin dlismesine veya dliime
neden olabilmektedir. Ayrica hastanede yatis siiresinin uzamasi, is kaybmin ortaya
¢ikmasi, ila¢ kullanimimin artmasi, izolasyon ihtiyact olmasi, ekstra laboratuvar ya da
diger tan1 yontemlerinin kullanimi gibi nedenlerle ekonomik yiikii de artirmaktadir.
Maliyeti ve mortalitesi yiksek; ancak o6nlenebilir enfeksiyonlar olan hastane

enfeksiyonlart son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir (1).

Yogun bakim iinitelerinde (YBU) tedavi edilen hasta grubu, invazif girisimlerin siklikla
uygulandigi, genel durum bozuklugu nedeni ile diger hastalara gore hastanede kalis
stireleri daha uzun olan ve siklikla genis spektrumlu antibiyotik uygulanan hastalardir.
Bu yiizden yogun bakim hastalari, hastane enfeksiyonlarina (HE) yol acabilen pek gok
risklerle karsi karsiyadir. YBU’lerinde gelisen hastane enfeksiyonlarinin etkenleri
hastaneden hastaneye hatta YBU’leri arasinda farklilik gdsterdigi gibi kendi {initesi
icinde de zamanla degisiklik gosterebilmektedir. Diger taraftan, bu iinitelerde yogun
antibiyotik kullaniminin hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde ciddi
boyutlarda antibiyotik direnci olusmasinda &nemli katkisi vardir. Ugiincii kusak
sefalosporinler, florokinolonlar ile karbapenem tiirevlerinin kullanim1 direngli

bakterilerle olusan HE’nin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Metisiline direncli



Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli enterokoklar (VRE), genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tireten Escherichia coli, Klebsiella tiirleri ve diger
Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri, Acinetobacter tirleri ve Pseudomonas aeruginosa
gunimizde yogun bakimlarda antibiyotik kullaniminin neden oldugu degisik HE ndan

sorumlu tutulan direng¢li mikroorganizmalardir (2).

Coklu ilaca direngli 4. baumannii’ ye bagh ventilator iliskili pnémoni (VIP), birgok
YBU’de ilk sirada yer alan enfeksiyondur. Bu mikroorganizma karbapenemler dahil pek
cok antibiyotige direnclidir. Bu nedenle, ndrotoksik ve nefrotoksik etkilerinden dolay1
geemis yillarda kullanimindan kacimilan kolistinin  kullanimi yeniden giindeme

gelmistir.

Kolistinin kullanimini  kisitlayan 6nemli  yan etkilerden biri nefrotoksisitedir.
Nefrotoksisite; kolistin kullanim siiresi ve dozu ile iliskilidir. Kolistine bagli renal
yetmezlik mekanizmast heniliz tam olarak bilinmemektedir. Proksimal tubuluslarin
etkilendigi diistiniilmektedir. Geri doniisiimlii olan bu nefropatinin gelisiminde oksidatif
stres ve apopitotik aktivitenin sorumlu olabilecegi cesitli deneysel calismalarda
gosterilmistir. Askorbik asit, melatonin, vitamin E gibi cesitli farmakolojik ajanlarin
kullanildigr deneysel calismalarda kolistine bagli gelisen nefropati iizerine olumlu

etkilerinin oldugu gosterilmistir (3-5).

Deksmedetomidin; selektif a2-adrenoseptdr agonistidir. Bu reseptorlerin aktivasyonu
sonucu renin ve ADH salinimi inhibe olur, su ve sodyum (Na) atilimi artar.
Hayvanlarda yapilan cesitli ¢alismalarda deksmedetomidinin boébrek koruyucu etkisinin

oldugu gosterilmistir (6,7).

Deksmedetomidinin; kolistin nefrotoksisitesine  koruyucu etkisinin arastirildigi bir
calismaya literatiirde rastlanmamistir.  Bu calismanin birincil amaci; siganlarda
olusturulan kolistine bagl nefrotoksisitede deksmedetomidinin bobrek Uzerine etkisinin
arastirilmasi, ikincil amaci ise Kolistin nefrotoksisitesinin hangi mekanizma ile

oldugunun arastirilmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HASTANE ENFEKSiYONLARI
2.1.1. Epidemiyoloji

Hastaneler kadar eski olan hastane enfeksiyonlari;; en modern ve tam donaniml
hastanelerde bile hastalar icin ciddi tehlike olabilen bir sorundur (8). Hastane
enfeksiyonlari; hastanin yatisinda inkiibasyon doneminde olmayan, yatistan 48-72 saat
sonra gelisen enfeksiyonlardir (9). Hastane enfeksiyonlar1 arasinda birinci sirada idrar
yolu enfeksiyonlari, ikinci sirada nozokomiyal pnomoniler (NP) gorilir. YBU’de
nozokomiyal pndmoni en sik saptanan enfeksiyondur. Tim yogun bakim
enfeksiyonlarin yaklagik dortte birini nozokomiyal pndmoniler olusturur (10).
National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) system tarafindan yogun
bakimlardaki tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin % 31’1 nozokomiyal pnémoni olarak

bildirilmistir.

Mekanik ventilatore bagli hastalarda goriilen nozokomiyal pndémoni ventilator-iliskili
pnomoni (VIP) olarak tanimlanir ve goriilme oran1 % 7-70 arasinda degismektedir (11).
VIP; yogun bakim iinitesinde endotrakeal entiibasyondan sonraki 48-72 saat sonra
ortaya cikan pndmonidir (10). Hastanemiz YBU’lerinde yapilan bir calismada
ventilatdre baglanan hastalarm % 60’inda VIP gelistigi goriilmiistiir (12).

VIP; erken gelisen ve gec gelisen VIP olmak iizere ikiye ayrilir. Mekanik ventilasyonun

ilk dort giiniinde ortaya ¢ikan pndmonilere erken gelisen VIP, bes veya daha sonraki

3



giinlerde ortaya ¢ikan pndmonilere ise gec gelisen VIP denir. Erken gelisen VIP’de
etkenler daha ¢ok toplum kdkenli pndmonide goriilen etkenler iken; ge¢ gelisen VIP’de
siklikla hastane florasinda bulunan ¢oklu ilaca direngli patojenler etken olmakta ve bu
da mortalite ve morbiditeyi 6nemli 6l¢ude artirmaktadir. Ayn1 zamanda hastanede yatis

stiresini uzatarak maliyet artigina neden olur ve iilke ekonomisine de biiylik yiik getirir

(13,14).

Ventilatdrde takip edilen hastalarda VIP sikligi ventilatdrde kalis siiresi ve YBU’nde
kalig siiresi ile iligkili bulunmustur. Bu siireler uzadikg¢a insidans da artmaktadir (15).
VIP gelisen hastalarda hastanede yatis siiresinin uzamasi ile birlikte onemli oranda
maliyette artis goriilmektedir. Yal¢in ve ark’nin (16) yaptigi calismada da mekanik
ventilatorde takip edilen hastalarda hastanede kalis siireleri ve hastane maliyet
oranlarinda artis agisindan VIP gelisen ve gelismeyen gruplar arasinda anlamli fark

oldugu bulunmustur.

VIP; mortalitesi yiiksek bir nozokomiyal enfeksiyondur ve YBU’lerinde énemli 6liim
nedenlerindendir. Cesitli ¢alismalarda, VIP’de mortaliteyi etkileyen bazi risk faktorleri

belirlenmistir.

Bu risk faktorleri ;(9,17)

1. Uzun stireli hastanede yatig

2. Uzun siireli yogun bakim iinitesinde kalmak

3. Uzamis ventilasyon siiresi

4. Altta yatan hastaligin ciddiyeti

5. Yiiksek APACHI 11 skoru

6. Agir sepsis ve septik sok, multiorgan disfonksiyon sendromu
7. 1leri yas (65 yas iistii)

8. Antibiyotik kullanimi1



9.Coklu ilaca direncli patojenlerle (P. aeruginosa, Acinetobacter spp, S.maltophilia,

S.aureus,vb) enfeksiyon
10. Ampirik tedavi uygunsuzlugu
11. Solunum yetmezliginin agirlasmasi (PaO2/Fi02<240)

Cok merkezli yapilan International Nosocomial Infection Control Consortium (INICC)
calismasinda VIP’in, hastanede yatis siiresini ortalama 2,3 giin uzatt1g1 ve mortaliteyi de

% 14 oraninda artirdig1 gosterilmistir (18).

Coklu ilaca direngli patojenlerle gelisen VIiP’de, tedavi seceneklerinin kisitli olmasi
nedeniyle mortalite oranlart yiiksek bulunmustur. Gupta ve ark. (14) yaptig1 caligmada
mortalite oran1 en yiiksek enfeksiyon etkeni ¢oklu ilaca direngli A. baumannii (% 83.3)
olarak bildirilmistir. Mortalite oranlarinin yiiksek oldugu diger patojenler ise
K.pneumoniae ve P. aeroginosa’dir (14). Hastanemizde yapilan bir ¢alismada da
mortalite orani en yiiksek patojen, % 73.8 oranla A. baumannii, % 71.4 oranla da MRSA

enfeksiyonlart bulunmustur (11).
2.1.2. Patogenez

Alt solunum yolu enfeksiyonu gelisebilmesi i¢in alt solunum yollarina yeterli miktarda
viriilan mikroorganizmanin ulagsmasi ve konak savunmasinda bozulmanin da bu duruma

eslik etmesi gerekmektedir.

Yogun bakim iinitelerinde goriilen VIP ii¢ sekilde gelismektedir; orofarinkse kolonize

olan mikroorganizmalarin mikroaspirasyonu, inhalasyon ve hematojen yol (4).

YBU’ne yatirilan hastalarda yatisin ilk 48. saatinde hastanin normal iist solunum yollari,
hastanedeki direncgli mikroorganizmalarla kolonize olmaktadir. Bu kolonizasyonda
hastanede yatirilan hastalarin = yatirildigr  birimin  florasi, solunum savunma
mekanizmalarinin yetersizligi, uygulanan invaziv iglemler, birimde enfeksiyon kontrol
onlemlerinin yetersizligi ve altta yatan hastaliklar etkilidir. Bu kolonize patojenler
mikroaspirasyonla hastanin alt solunum yollarina yerlesmektedir. Hastanin biling

diizeyindeki degisiklikler, sedasyon, solunum sistemine uygulanan invaziv girisimler,



mekanik ventilasyon, kusma, yutma islev bozuklugu, gastrointestinal sistemin invaziv
girisimleri ve cerrahi girisimler, orofarenksteki bu mikroorganizmalarin aspirasyonunda

etkili baz1 faktorlerin baginda gelmektedir (19).

Hastaneye yatis ve endotrakeal tlip yerlestirilmesinin hemen ardindan hastalarda, tlp
balonunun hemen kenarindaki mukozada hasarlanma ve mukosiliyer aktivitede bozulma
meydana gelmektedir. Boylelikle tiip kenarindan mikroaspirasyon olmaktadir.
Entiibasyon tlpu icerisinde biyofilm tabakasi olusturan mikroorganizmalar, aspirasyon
sirasinda  veya serum fizyolojik uygulama sirasinda alt solunum yollarina
gidebilmektedir. Ayrica bu bakteriler distal hava yollarina bronkoskopi islemleri ile de
taginabilmektedir. Biyofilm ile kapli bakteriler antibiyotiklere, konagin hiicresel ve

humoral savunma mekanizmalarina kars1 da direng gostermektedirler (19).

Bazen kontamine solunum cihazlari, entiibasyon tiipleri ve nebiilizasyon cihazlarindan
kaynaklanan inhalasyon pnomonileri de goriilmektedir. Ayrica nadiren, enfekte
intravaskiler Kkateterlerden veya gastrointestinal sistem limeninden bakteriyel

translokasyon seklinde hematojen yolla da pndmoni gelisebilmektedir (20).
2.1.3.Etkenler

Nozokomiyal pndmoniler genelde orofarenkste veya (st gastrointestinal sistemde
kolonize olan mikroorganizmalar tarafindan meydana gelmektedir. Patojenler
hastaneden veya YBU florasindan kaynaklanir (17,21). VIP etkenleri hastaneler ve
initeler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Bu farkliliklar hastalarin alt hastaliklari,
yas, uygulanan girisimler, kullanilan ilaglar, tan1 yontemleri ve {initenin florasina

baglidir (13).

Erken gelisen pnomonilerde (< 5 giin) daha ¢ok toplum kdkenli pndmoni etkenleri olan;
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moroxella catarrhalis, metisiline
duyarl S.aureus ve Legionella pneumophila sorumlu iken, ge¢ gelisen VIiP’lerde ise
hastane floras1 etkenleri olan P. aeruginosa, Acinetobacter ve Klebsiella tirleri, MRSA

gibi direncli patojenler gorilmektedir (19).

Hastanemiz YBU’de yapilan bir ¢alismada VIP etkenleri arasinda en sik A.baumannii

(% 44.4), P. aeruginosa (% 12) goriilmiistiir (12). Ulkemizden yapilan ¢ok merkezli bir
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calismada, ise en sik VIP etkenleri arasinda A. baumannii (% 26.7), Pseudomonas spp.
(%24.2), S. aureus (% 14.9), Enterobacteriaceae (% 2) ve Candida spp. (% 3)
gosterilmistir (22).

2004-2008 yillar1 arasinda yapilan SENTRY ¢alismasinda da P. aeruginosa (%21.8) ve
A. Baumannii (% 6.3) VIP etkeni olarak ilk sirada yer almistir (23). Japoni ve ark. (9)
yaptig1 bir ¢alismada VIP’de en sik izole edilen ii¢ patojen A. baumannii (% 34.5),
MRSA (% 17.2) ve P.aeroginosa (% 15.5) olarak bildirilmistir. Gupta ve ark. (14)
yaptig1 calismada ise VIP’ de en sik etkenler sirasiyla P. aeroginosa (% 30), MRSA (%
26.6), K. pneumonia (% 23.2), A. baumannii (% 20) olarak belirtilmistir. NNIS
verilerinde VIP etkeni olarak izole edilen etkenlerin %59 unu gram negatif bakterilerin
olugturdugu gosterilmistir. Bunlarn  da  %15.6’sim P.  Aeroginosa,%10.9’unu
Enterobacteriaceae, %7.0’i1 K. Pneumonia olusturmustur (24). 2007-2012 yillarini
kapsayan bir meta-analizde VIP’de en sik izole edilen etkenler olarak Pseudomonas
aeruginosa (19.9%) ve Acinetobacter baumannii (13.9%) gosterilmistir (25).
Leblebicioglu ve ark. (22) yaptigi g¢alismada yogun bakim initelerinde en sik
karsilagilan VIP’de goriilen etken mikroorganizmalar Acinetobacter tirleri (% 29.2),
Pseudomonas trleri (% 26.7), S.aureus (% 24.2), Enterobacteriaceae (% 2.0) ve

digerleri (%3.0) olarak saptanmistir.

Hastane kokenli enfeksiyonlar énlenebilir mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenleri
arasinda yer almakta ve oOnemli sosyal ve ekonomik kayba neden olmaktadir.
Nozokomiyal pnomoniler hastane enfeksiyonlari arasinda ikinci veya tigiincii sirada yer
alir ancak mortalitesi en yiiksek olan enfeksiyonlardir. Ulkemizde son donemde yapilan
caligmalarda, NP ortalama hastaneye yatisin 18. giinlinde gelistigi ve mortalitesinin %
45.2 gibi yiiksek degerlerde saptandigl ve en sik goriilen mikroorganizmalarin ise P.

aeruginosa, Acinetobacter tirleri ve S. aureus oldugu anlasilmigtir (26).
2.2. ACINETOBACTER CINSi

1939 yilinda DeBord’un gram negatif kokobasilleri iiretral o6rnekten izole etmesiyle
tamimlanmistir. Daha sonra oksidaz-negatif Moraxella grubunda yer almis ve 1954
yilinda ise Acinetobacter cinsi olarak tanimlanmigtir. Yapilan g¢alismalarda en az 17

genotip belirlenmis ve bunlardan 7 tanesi farkli tiirler olarak tanimlanmistir (A.



calcoaceticus, A.baumannii, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii, A. lwoffii, A.
radiorezistens). Tim bu tlrler arasinda en sik ve en agir klinik tablolara yol agan etken
A. baumannii’dir (27). Nemec ve ark.(28) 2001 yilinda iki yeni tir daha

tanimlamiglardir (A. ursingii, A. shindleri).

A. baumannii kan, balgam, deri, idrar, mukoza ve sekresyonlardan izole edilmektedir.
Gram negatif kokobasil ve diplokok gorunimindedirler. Oksidaz negatif, katalaz
pozitif, indol negatif, hareketsiz mikroorganizmalardir. Gram boyamada
dekolarizasyona gosterdigi direnc nedeniyle Neisseria, Haemophilus ve S. maltophilia
ile karigabilir. A .baumannii %5’lik koyun kanli agarda ve c¢ikolatali agarda iireyebilir.
Ayrica kan kiiltiirii sistemlerinde ve yaygin olarak kullanilan zengin besi yerlerinde 35—

37°C’de, O2’li ortamda, minimum 24 saat i¢inde Urerler.

Neisseria ve Moraxella’dan oksidaz negatif olmalari ile ayrilirlar. Glukozu oksitleyen
ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A. baumannii’dir. A. baumannii 44°C’de
tireyebilme yetenegiyle digerlerinden kolayca ayirt edilebilir. Acinetobacter tlrlerinin
identifikasyonunda esas olan bulgular sitokrom oksidaz aktivitesinin yoklugu,

hareketsizlik ve penisilinlere direnctir (29).

Acinetobacter cinsi bakteriler dogada yaygin bulunurlar, cansiz yiizeylerde giinlerce
canli kalabilirler. Toprak, gida, su, esya, hava gibi ¢evreden izole edilen Acinetobacter
kokenlerinin saglikli insanlarin agiz florasinda, iist solunum yollarinda, genitoiiriner

sistem ve alt gastrointestinal sistemlerinde bulundugu gosterilmistir (30).

Acinetobacter’ler genel olarak virulansi diisiik patojenlerdir. Konak savunma mekaniz-
mas1 normal olan bireylerde infeksiyon olusturmalar1 oldukca giictiir. Genellikle
hastane kaynakli firsat¢1 infeksiyonlara neden olurlar. Malignite, yanik, konagin
savunma sistemini baskilayan durumlar ve konaZin yas1 infeksiyon gelisimini

kolaylastiran faktorlerdir (30).

Hastane enfeksiyonlari salginlarinda en sik izole edilen ve antibiyotiklere en direngli tlr
A. baumannii’dir. invazif girisimlere ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimina bagl
olarak en sik yogun bakim birimlerinde infeksiyonlara neden olmakta ve alt solunum

yolu ve iiriner sistem infeksiyonlar1 salginlarina yol agmaktadir. Ventilatorle iliskili



pnomoni, bakteriyemi/sepsis, yuamusak doku infeksiyonlari, tiriner sistem infeksiyonlari,
nozokomiyal menenjit, peritonit, osteomiyelit, sinovit ve konjunktivit gibi bircok

infeksiyona neden olabilmektedirler.

A. baumannii’ye bagl gelisen enfeksiyonlar bakterinin hastane ortaminda uzun siire
canliligimi korumasi, insandan insana kontaminasyon yoluyla bulasinin kolay olmasi ve
karbapenemler dahil bir¢ok antibiyotige karsi hizla gelistirdikleri ¢oklu ilag direnci

nedeni ile gtincel bir sorun olarak 6nemini stirdirmektedir (31).

Acinetobacter baumannii izolatlarinda en sik goriilen beta-laktam direnci, beta-laktamaz
varhigia baghdir. Beta-laktamazlar iginde en 6nemlisi, serin oksasilinazlar (Ambler
siif D: OXA tipleri) ve metallo-beta-laktamazlari da (Ambler sinif B: IMP, VIM, SIM,
NDM metallo-beta-laktamazlar) iceren karbapenemazlardir. Metallo-beta-laktamazlar
(MBL), sinif B beta-laktamazlar olup aztreonam digsinda karbapenemler de dahil tiim
beta-laktamlar1 hidrolize edici kapasiteye sahiptir. A.baumannii izolatlarinda tanimlanan
MBL'ler OXA tipi karbapenemazlardan daha az goriilmesine karsin karbapenemleri
hidrolize edici etkileri 100-1000 kat daha guclidir. PER-1 iceren A.baumannii izolatlar
ise penisilinlere ve genis spektrumlu sefalosporinlere yiiksek derecede direnglidir ve

Tiirkiye'de olduke¢a yaygindir.

Karbapenem direnci, Acinetobacter enfeksiyonlarinda tedavi segeneklerini oldukga
kisitlamis ve tedavide son secenek olarak kabul edilen polimiksinler siklikla

kullanilmaya baslanmistir (32).

Gozutok ve ark. (33) 2013 yilinda yayinladiklari, Kayseri’de yaptiklari bir aragtirmada
A. baumannii karbapenem diren¢ oranlart %91 bulunmus iken kolistine direngli sus

saptanmamistir.

Ulkemizde yapilan ¢alismada Ocak 2007- Temmuz 2010 tarihleri arasinda izole edilen
A.baumannii suslarinin % 39.5’ i trakeal aspirattan elde edilmistir. Yapilan antibiyotik
duyarlilik testinde 2010 yili itibari ile karbapenemler dahil tiim beta-laktam grubu
antibiyotikler ile siprofloksasin ve netilmisine kars1 yiiksek diizeyde direng varligini ve

direng artiginin siirdiigiinii géstermistir (34).



Yogun bakim iinitelerinde siklikla izole edilen A.baumanni ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olmas1 nedeniyle mortalitesi ve morbiditesi yiiksek enfeksiyon etkenidir. Kolistine
kars1 dire¢ gelismemis olmasi tedavi agisindan umut vericidir, fakat kolistinin toksik

etkilerinin olmasi tedaviyi zorlastiran en biiyiik nedendir (30,35).
2.3. KOLISTIN

Kolistin P. aeruginosa’ya karsi anlamli in vitro aktivite gosteren ilk kullanilan
antibiyotiklerdendir. Ilk olarak 1959 yilinda piyasaya siiriildii ancak kullanim zamani
icerisinde ciddi toksisitesinin goriilmesi ve buna karsi daha az toksik yeni
antipseudomonal etkili antibiyotiklerin elde edilmesi sonucunda giincelligini
kaybetmistir. Son zamanlarda cok ilaca direncli Pseudomonas tirleri ve Acinetobacter
tirleri ile olusan ciddi enfeksiyonlarin ¢ogalmasi ve bunlara yonelik tedavi
basarisizliklari, eskiden kullanilan, etkili ve yavas diren¢ gelisimi 6zelliklerine sahip

kolistini daha az toksik formu ile yeniden giindeme getirmistir (36).

Son 15 yilda A. baumannii 6nemli bir nosokomiyal patojen olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
mikroorganizmalarin sebep oldugu hastane salginlar1 diinya capinda artis gostermis ve
hemen hemen btln ticari antibiyotiklere diren¢c kazanmadaki Ustiin yetenegi biiyiik

kaygi uyandirmistir (37).
2.3.1. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Polimiksinler kimyasal olarak 5 farkli bilesigi igeren (polimiksin A-E) ilk polipeptid
antibiyotiklerdir.1947 yilinda polimiksin B ilk olarak Bacillus polymyxa’dan,
polimiksin E de Bacillus colistinus’dan izole edilmistir (38). Klinik pratikte sadece
polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanilmistir (39). Polimiksin B’nin kolistinden
bir amino asit farkliligt mevcuttur. Kolistimetat sodyum, aslinda bir ¢ok makale ve
calismalarda kisaca kolistin olarak adlandirilmasimma karsin aslinda kolistinden
hazirlanan bir iiriindiir ve in-Vvitro ve in-vivo olarak stabil degildir ve kolistin, plazmada
kolistimetat sodyuma (diger isimleri; Kolistin sodyum metansulfonat, pentasodyum

kolistimetansulfat veya kolistin stlfonil metat) gore daha stabildir .
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Kolistin klinik kullanim i¢in iki formda piyasaya siiriilmiistiir:
1) Topikal veya oral kullanilan ‘kolistin stilfat’.
2) Parenteral veya inhale olarak kullanilan ‘kolistimetat sodyum (KMS)’

Kolistinin iki ticari formulasyonundan birisi olan kolistin sulfat; oral -barsak
dekontaminasyonu amactyla kullanilir ve emilimi yoktur.Topikal -bakteriyel cilt
enfeksiyonlarinda kullanilan formlar1 vardir. Kolistimetat sodyumun da gastrointestinal
yoldan emilimi olmayip baslica intravendz ve intramuskuler yolla verilir. Ancak,
intramuskuler yolla verilmesi agrili oldugundan tercih edilmemektedir. Bunun diginda

gerektiginde inhalasyon ve intratekal yolla da uygulanabilmektedir (40).

Kolistin; viicut dokularmin karaciger, akciger, beyin, kalp ve kas dahil olmak iizere
hiicre membran lipitlerine sikica baglanir (41). KMS ‘nin yarilanma omrii 124 dakika
iken kolistinin yarilanma émrii 251 dakikadir. Kolistinin hesaplanan dagilim hacmi ise
0.34 L/kg’dir (42). KMS; o6nemli bir kismi idrarla viicuttan atilir , insanlarda safra yolu
ile atilim bildirilmemistir. Bir kism1 ise hidrolize ugrayarak kolistine doniisiir. Vicuda
verildikten sonraki ilk 24 saat icinde %60 oraninda idrar ile degismeden atildig1
saptanmigtir. Kolistin klirensinin bobrek disi yollarla da olabilecegi diigiiniilmektedir
(39).

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki iiretici firma tarafindan tavsiye edilen 1V
kolistimetat sodyum temel dozaji, iki ila dort esit doza boliinen 2,5-5 mg/kg/giin’diir.
ABD’de Parkedale Pharmaceuticals Inc. (Rochester) tarafindan iiretilen ve Monarch
Pharmaceuticals Inc. (Bristol) tarafindan dagitimi yapilan siselerin igerisinde 150 mg

baz kolistin bulunmaktadir ve bu yaklasik 400 mg kolistimetat sodyum’a estir (39).
2.3.2. Klinik Kullanim

Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin ile gram
negatif bakterilerin dis membranlarindaki anyonik lipopolisakkarid molekiilleri
elektrostatik iligkiye girerler ve hiicre membraninda diizensizlige yol acarlar. Kolistin,
lipopolisakkarid molekullerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini

degistirerek dis membranda bozulmaya ve olusan permeabilite bozuklugu bakterinin
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6lumune neden olur. Kolistinin antibakteriyel etkisine ek olarak anti-endotoksin
aktivitesi de vardir ve lipopolisakkariti notralize eder. Kolistin siilfat ve kolistimetat

sodyum konsantrasyona bagimli olarak etki gosterirler (43,44).

Kolistinin etki spektrumu A. baumannii, P. aeruginosa, basta olmak tizere; Klebsiella
suslar, Enterobacter suslari, Salmonella suslar1, Shigella suslar1 ve E. coli’yi iceren
gram negatif basilleri kapsar. Ayrica S. maltophilia tlrleri genelde kolistimetat sodyum
ve polimiksinlere duyarli iken, Proteus, Serrattia, Brukholderia, Providencia ve
Edwardsiella suslar1 direnglidir. Gram pozitif bakterilere ve gram negatif koklara etkisi
yoktur (44).

Polimiksinler 1960’11 yillarin erken donemlerine kadar ciddi Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmakta iken, o yillarda P.aeruginosa kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir ajan olan gentamisin gibi aminoglikozidlerin
kullanima girmesinin ardindan daha az tercih edilmeye baslanmistir. 1980°li yillarin
basinda nefrotoksik etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi sonucu polimiksinler daha ¢ok
rezerv konumunda tutulmaya baglanmis ve kullanimlart gerektiginde daha ¢ok topikal
ya da oral ajan olarak tercih edilmistir. Bununla birlikte son donemlerde giderek artan
coklu antibiyotik direncli enterik bakteri, panresistant Acinetobacter ve P.aeruginosa

infeksiyonlarinin ardindan parenteral polimiksin kullanimi tekrar artis gostermistir (40).

Polimiksinler antibiyotiklere direngli P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. kaynakli
pnémonilere oranla, bakteriyemilerde ¢ok daha etkili olabilmektedir. Bu bakterilerin
neden oldugu bakteriyemilerde polimiksin kullanimi sonucunda tedavi basarilart %
90’lara ulastig1 halde, pnomonilerde bu oran % 75 dolayinda kalmaktadir. Ayrica
direngli bakterilerin neden oldugu akciger infeksiyonlarinin tedavisinde parenteral
kolistin kullanimiyla birlikte aerosol kullanimi da 6nerilmektedir (45). Akciger dokusu
ve plevral siviya gecis oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle inhaler kolistin kullanimi
gindeme gelmistir. Yakin zamanda sadece polimiksinlere karst duyarli olan A.
baumannii ve P.aeruginosa pnomonili 21 hastaya gunlik 2-4 milyon IU aerosol
kolistimetat sodyum (kolistin) verilmis ve % 85.7’ye varan basarili klinik cevap
alinmigtir  (46). Intravendz kolistin kullanimi ile inhaler / intravendz kolistin
kombinasyonunun pndmoni hastalarinda kullanimi karsilastirilmis ve kombine

tedavinin daha olumlu sonug verdigi gosterilmistir (47).
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Diren¢li Gram negatif basillerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde bir diger 6nemli
konu da tedaviye baslama zamamdir. Ulkemizden yapilan retrospektif bir ¢alismada
YBU’nde yatan ve sadece kolistine duyarli A.baumannii’ye bagli enfeksiyon gelisen
olgularin tedavileri degerlendirilmistir. Kolistinin uygulamasinin 1 giinden fazla

geciktigi durumlarda mortalite riski 5 kat artmaktadir (48).

Son yillarda goklu ilaca direngli A.baumannii suslarina bagl gelisen santral sinir sistemi
enfeksiyonlar1 ile de karsilasilmaktadir. Tedavi segeneklerinin kisitli oldugu bu
durumlarda kolistinin BOS’a ge¢isinin sinirli olmasi nedeniyle ve bu tlr olgularda
sadece parenteral kolistin tedavileri ile basarisizliklar bildirildiginden, ilacin
intraventrikiiler/intratekal kullanimi giindeme gelmistir. Khawcharoenporn ve ark. (49)
7 olgularini da dahil ettikleri, direncli A.baumannii’ye bagh gelisen santral sinir sistemi
enfeksiyonu olan toplam 24 olgunun incelendigi sistematik derlemede kolistinin
intraventrikiiler/intratekal kullanimlarindaki etkinlikleri degerlendirilmistir. Toplam 24
olgunun  20’sinde  sagkalim  oldugu  saptanmistir.  Sagkalan  olgularda
intraventrikiiler/intratekal kolistin tedavisine baglayincaya kadar gegen siirenin ortalama

2 gln, kaybedilenlerde ise 7 giin oldugu gorilmuistiir.
2.3.3. Doz ve Yan Etki

Elli yili agkin siiredir klinik kullanimda olan kolistinin en etkili ve en az toksik dozu
yoktur. Kolistin kullanim1 1970’lerde daha giivenli ilaglarin piyasaya ¢ikmasiyla
nefrotoksisite ve norotoksisite kaygilarindan dolay1 terk edilmistir (50). Son yirmi yilda
Ozellikle gram-negatif patojenlerin etkili oldugu enfeksiyonlar i¢in kullanimi yeniden

giindeme gelmistir.

Piyasada yaygin olarak kullanilan iki KMS formulasyonu vardir. Avrupa’da tiretilen ve
kullanilan Colomycin; her bir flakonda 500000,10° veya 2x10° international unit(I1U)
KMS igerir ve 1Img KMS 12.500 IU’e denktir. Amerika’da iiretilen ve kullanilan Coly-
Mycin M parenteral 360 mg (4,5%x10°IU) KMS’a es deger 150 mg baz kolistin icerir.
Erigkin sistemik enfeksiyonlarinda 240-720 mg/giin (2 veya 4’e boliinmiis ) doz
araliginda kullanimi onerilir (51). Evans ve ark.(43) yaptigi ¢alismada kreatin klerens
(CrCl) 30-80 ml/dk olanlara 2.5-3.8 mg/kg/gin, CrCl >80ml/dk olanlara 5mg/kg/gin

dozunda kolistin verilmis. Plachouras ve ark. (52) 2009 yilinda yaptiklari kolistinin
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populasyon farmakokinetigi arastirmalarinda 9 MU veya 12 MU yiikleme dozlarinin
ardindan 12 saat sonra 4.5 MU Kkolistimetat verilmesi sonrasi kolistinin kararli durum
diizeyine ulasmasi, her 8 saatte bir 3 MU kolistimetat verilmesine gére daha kisa
siirdiigii saptanmustir. Italya’da yapilan prospektif bir ¢alismada YBU yatan ve sadece
kolistine duyarli olan Acinetobacter baumannii (13 olgu), Klebsiella pneumoniae
(13olgu) ve Pseudomonas aeruginosa (2 olgu)‘ya bagl sepsis gelisen toplam 28 olguda
kolistimetat sodyum 9 MU baslanmis ve bu yikleme dozunu takiben 2x4.5 MU /gin
devam edilmistir. Sepsis klinigi gelisen bu olgularin 23’{inde bakteriyolojik eradikasyon
ve klinik diizelme saglanmistir. Yan etki agisindan ise 5 olguda nefrotoksisite

gelismistir (53).

Kolistinin yan etkilerinden birisi nefrotoksisitedir. Falagas ve Kasiakou (54)
kolistimetat sodyum toksisitesi ile iligkili eski ve yeni ¢aligmalardan olusan sistemik bir
literatlir derlemesi yapmislardir. Kolistimetat sodyum 1975 oncesi ¢ogunlukla IM ve
giintimiize gore yiiksek dozlarda kullanilmigtir; nefrotoksisite orani ise ~% 30 (% 20-
50) olarak saptanmistir. Son 15 yillik donemdeki ¢aligmalarda ise nefrotoksisite orant
~% 15 (% 6-55) dolaylarindadir. Calismalar arasinda nefrotoksisite oranlarinda bu
boyutta rastlanilan farkliliklarin ana nedeni bobrek yetersizligi i¢in farkli Olgiitlerin
(tanimlamalarin) kullanilmasidir. Akut bobrek hasar1 (ABH) tanisi i¢in ortak bir kriter
alinmamistir. Bu son derece dnemlidir (55). Ginlimuzde ABH smiflamasinda KDIGO
(kidney disease improving global outcomes) rehberini kullanabiliriz. RIFLE ve AKIN
kriterlerinin gecerliligi temel alinarak klinik uygulamalar, arastirmalar ve halk saglig
icin tek bir basit tanimlama ile ABH tanis1 koymak amaciyla gelistirilmistir. KDIGO’ya
gbre: 48 saat icinde serum kreatinin (Cr) diizeyinde >0.3 mg/dl artis olmasi
(derecelendirilmemis) ya da son 7 giin igerisinde ortaya ¢iktig1 bilinen ya da tahmin
edilen serum kreatinin diizeyinde bazale gore =>1.5 kat artis olmasi
(derecelendirilmemis) ya da idrar ¢ikisiin 6 saattir <05  ml/kg/saat

(derecelendirimemis) olmasit ABH olarak tanimlanir.
KDIGO rehberine gore ABH evreleri:

Evre 1; serum Cr dizeyinin bazal degerden 1,5-1,9 kat yada >0,3 mg/dl artmas1 / idrar

miktarinin 6-12 saattir <0,5 mg/kg/saat olmasi
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Evre 2; serum Cr diizeyinin bazal degerden 2,0-2,9 kat artmasi / idrar miktarinin >12

saattir <0,5 mg/kg/saat olmasi

Evre 3; serum Cr diizeyinin bazal degerden 3 kat artmasi yada Cr degerinin >4,0 mg/dl
olmas1 yada renal replasman tedavisine baslanmasi yada <18 yas hastalarda eGFR’de
<35 ml/dk/1,73m? azalma / idrar miktarmin >24 saattir <0,3 ml/kg/saat yada >12

saattir aniiri olmasi (56).
Nefrotoksisite olasiligini arttiran durumlar:

1. Nefrotoksik ilaclar (didretikler, aminoglikozidler, nonsteroid anti-inflamatuvar

ilaclar).

2. Geriatrik yas gurubu (>65Y)
3. Hipoalbuminemi

4. Kontrast madde

5. Dehidratasyon

6. Diyabetes mellitus

7. KBY ’nin olmasi

8. Paraproteinemiler’dir.

Kolistin tedavisi 14 glinden uzun siire ile verildiginde nefrotoksisite riskinin 4 kat artt1g1
bildirilmistir. Renal yetmezlik tablosu genellikle tedavinin ilk haftas1 ortaya ¢ikar ve 1-3

ay arasinda % 88 oraninda geri doniisiimlii olmaktadir (50,55).

Intravendz kolistin(5 mg/kg +2,4 mg/kg) alan 30 hastanin degerlendirildigi calismada
tedavinin ilk 5 giiniinde %10 oraninda nefrotoksisite gelismistir. Ger¢ek viicut agirligina
gore doz hesaplamasi yapilan obez hastalarda nefrotoksisite (% 71) daha sik

gortlmistiir (50).
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Falagas ve ark. (54) yaptig1 retrospektif ¢alismada; uzun siire (ortalama 43,4 glin) ve
ortalama 4.4 MU/giin kolistin tedavisi alan hastalarda tedavinin baslangic1 ve bitisindeki

kreatin (Cr) degerleri karsilastirildiginda anlamli bir yiikselisin olmadig1 goriilmiistiir.

Cheng ve ark. (57) yaptig1 115 vakalik baska bir calismada ise kolistin tedavisinde
nefrotoksisite oran1 % 14 bulunmustur. Ayrica bu nefrotoksisite oranlari, kolistin

kullanim siiresi ve kullanilan diger nefrotoksik ajanlarla iliskili bulunmustur.

Hastanemizde yapilan ¢alismada ise nefrotoksisite oranlar1 yiiksek doz (7,5 mg/kg/gun)
kolistinde % 40, normal dozda (5 mg/kg/giin) % 35 ve diisiik dozda ise % 20 iken,
inhale ve IV kullanimda ise % 41 bulunmustur (58).

Nefrotoksisite mekanizmasi tam anlasilamamakla birlikte proksimal tubuluslar
etkiledigi diistiniilmektedir. Proksimal tubulus hiicre i¢ine alinmasinda membranda
bulunan megalin maddesinin 6nemi blyuktur. Sitoplazmik membran permeabilitesi
artmakta ve hiicre icine anyonlarin, katyonlarin ve suyun asir1 girmesi ger¢eklesmekte
ve hiicreler sisip lizise ugramaktadir. Proksimal tubul hasar1 sonucu akut tubuler nekroz
gelistigi  distiniilmektedir. Ayrica akut interstisyel nefrit ve hipersensivite
reaksiyonlarina bagl nefrotoksisite gelistigini gosteren olgular bildirilmistir. Toksik etki
doz ve siireyle iliskilidir. Kolistin nefrotoksisitesinde glomeriiller saglamdir (59-61).
Kolistine sekonder gelisen nefropatide apopitozisin de rol oynadigi diistintilmektedir.
Ozkan ve ark. (62) yaptig1 calismada kolistine bagl nefropati patogenezinde caspase
iligkili apopitozisin rol oynadig1 gosterilmistir. Nefrotoksisite durumunda ilacin erken
kesilmesi ve diiirez yapilmasi onemlidir (55). Ayrica ¢esitli farmakolojik ajanlarin

kullanilmasimin da nefrotoksisiteyi onledigi veya azalttig1 ¢alismalarda gosterilmistir
(3,4,63)

Kolistinin bir diger yan etkisi nérotoksisitedir. Cogunlukla uzun siire alinmasiyla ortaya
cikar ve nefrotoksisiteden daha az rastlanilmaktadir. ilacin birakilmasiyla hemen
dizelir. Norolojik toksisiteler arasinda sersemlik, halsizlik, fasiyal ve periferal parestezi,
vertigo, gorme bozuklugu, parsiyel sagirlik, konfiizyon, haliisinasyonlar, ataksi ve
konviilziyon vardir. Noromiiskiiler blokajin bir komplikasyonu olan apne ve solunum
yetmezligi IV kolistimetat sodyumdan sonra bildirilmemistir. Inhale verilmesi sonucu

bronkospazm ve hipersensitivite pndmonisinden ender olarak s6z edilse de son yillarda
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yapilan ¢aligmalarda bu yan etkiden s6z edilmemektedir. Daha az siklikla da psikoz,
koma, konviilziyon, pitozis, diplopi, arefleksi, disfaji ve disfoni de goriilebilir. En sik

gozlenen yan etki parestezi (~% 27) olarak bildirilmistir (51).

2.4. DEKSMEDETOMIDIN

Deksmedetomidin, genis bir farmakolojik 6zellik spektrumuna sahip, guclu ve ileri
derecede selektif, a2-adrenoseptor agonistidir. a2-adrenerjik agonistler, analjezi ve
sempatolitik Ozelliklerinin yani sira sedasyon, anksiyoliz ve hipnoz da saglarlar.
Deksmedetomidin’in 1999 yilinda FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
yogun bakim initelerinde kisa siireli (< 24 saat) analjezi ve sedasyon i¢in kullanimi

onaylanmustir (64).

2.4.1. Metabolizma ve Farmakokinetik Ozellikleri

Deksmedetomidin hizli bir sekilde viicutta dagilir ve biiyilk oranda  karacigerde
metabolize olur. N-metilasyon (% 21) veya sitokrom P450 metabolizmasi tarafindan
hidroksilasyonunu takiben konjugasyona ugrar. Cok az miktarda molekiil, degismemis
olarak idrar ve digkiyla atilir. Karaciger yetmezligi olanlarda aktif ilacin metabolizmasi

azalacagindan, ilacin uygulama dozunun azaltilmas1 gerekebilir.

Deksmedetomidinin radyoaktif isaretli dozunun yaklasik % 95’1 idrarda, % 4’1 ise

diskiyla elimine edilir. Major atilim metabolitleri glukuronidlerdir.

Deksmedetomidine serum albumin ve al-glikoproteine % 95 oraninda siki baglanir.
Proteine baglanma kadin ve erkeklerde benzerdir. Deksmedetomidinin kardiyovaskdler
parametreler lizerinde derin etkileri vardir ve bu da ilacin farmakokinetigini
degistirebilir. Yiiksek dozlardaki vazokonstriksiyon etkisi ilacin dagilim hacmini
azaltabilir. Deksmedetomidin Onerilen dozlar arasinda (0,2-0,7 pg/kg/saat) 24 saatten
uzun olmayacak sekilde infiizyon yapildiginda lineer bir kinetik gosterir. Dagilim yari
omrii (t1/2) yaklasik 6 dk, eliminasyon yar1 6mrii (t1/2) ortalama 2 saat ve kararli durum
dagilim hacmi ortalama 118 litredir. Klirensinin tahmini degeri yaklagik 39 L/saat’ tir.
Deksmedetomidinin farmakokinetigi cinsiyete ve yasa bagimh degildir. Ayrica bobrek

yetmezligi olanlarda farmakokinetigi degismez (65).
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2.4.2. Etki Mekanizmasi

Bir imidazol bilesigi  (+-4-5-[1-(2,3-dimetil-fenil)etil  ]-1H-imidazol) olan
deksmedetomidin, medetomidinin farmakolojik olarak aktif dekstroizomeridir ve gugli,
ileri derecede selektif a2-adrenerjik reseptor agonistidir. Molekiiler agirligi 236.7 kDa,
pH degeri 4.5-7, pKa degeri 7.1 dir. Deksmedetomidin suda ¢6ziinebilir, lipid veya
propilen glikol icermez. Etki mekanizmasi klonidin de dahil olmak tizere diger sedatif
ajanlardan farklidir. Beyin ve spinal korddaki reseptorlerin aktivasyonu sinirsel uyariyi
inhibe ederek hipotansiyon, bradikardi, sedasyon ve analjeziye neden olur. Diger
alanlardaki reseptorlerin aktivasyonu ise sekresyonlarda, bagirsak motilitesinde,
intraokiiler basingta ve insiilin sekresyonunda azalmaya neden olurken, vaskuler ve
diger diiz kaslarda kasilmaya, bobreklerden Na+ ve su salimiminda artmaya, renin

saliniminin inhibisyonuna ve GFH’de artmaya neden olur (65).
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Sekil 1. Deksmedetomidinin kimyasal yapisi

Presinaptik a2-adrenerjik reseptoriin aktivasyonu, norepinefrin salinimini inhibe eder,
agr1 sinyallerinin yayilimini durdurur. Santral sinir sistemindeki postsinaptik o2-
adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu ise sempatik aktivasyonu inhibe ederek kan
basmcint ve kalp hizini diistrir. Deksmedetomidin bu etkileri kombine ederek analjezi,
sedasyon ve anksiyoliz yaratir. a2-adrenerjik reseptér agonistlerinin analjezik etkileri
tam olarak agiklanamamistir. Hem spinal, hem supraspinal bir¢ok yer, santral sinir
sistemindeki nosiseptif sinyallerin iletimini modile etmektedir. Hatta periferik a2-
adrendseptdrler anti nosisepsiyona aracilik edebilir. ilaglar bu yerlere etki ederek

nosiseptif iletimi azaltir ve analjeziye sebep olabilirler.
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Deksmedetomidinin sedatif etkilerinin primer olarak postsinaptik adrenoseptorler
araciligiyla gerceklestigi ve bunlarin da inhibitdr pertussis toksine duyarli G proteini

tizerinde etki yaparak K+ kanallarindan iletiyi arttirdigi diistiniilmektedir.

Deksmedetomidinin sedatif etkileri lokus seruleus’taki o2-adrendseptorleri stimile
etmesine baglanmaktadir. Analjezik etkilerin beyin ve omurilik diizeylerinde benzeri bir
mekanizma araciligiyla gerceklestigi diisiiniilmektedir. En yiiksek oranda a2 reseptorler
beyinde uyanikligin 6nemli modiilator merkezi ve beynin baskin noradrenerjik
¢ekirdegi olan locus seruleus’ta bulunmustur. Deksmedetomidinin sedatif ve analjezik

ozelliklerinden a2a-adrenoseptdr alt tipinin sorumlu oldugu gosterilmistir (66).

Deksmedetomidinin  a2-reseptorlerine, Ozellikle de o2a subtipine selektivitesi
Klonidinden daha etkili bir sedatif ve analjezik olmasina neden olmaktadir. 02:al

secicilik oran1 deksmedetomidin i¢in 1620:1; klonidin i¢in 220:1 dir.

Deksmedetomidinin tiim etkileri, sedasyon ve sempatolitik etkileri bir a2-adrenerjik

antagonisti olan atipamezol uygulanarak kolaylikla geri ¢evrilebilmektedir (67).
2.4.3.Farmakodinamik Ozellikleri

Deksmedetomidin  doza bagimli olarak o2-adrendseptdr —seciciligi  gosterir.
Deksmedetomidin uygulanan yogun bakim hastalarinda istenen sedasyon diizeylerine
erisilmis, daha az anksiyete goriilmiis ve analjezi gereksiniminde anlamli bir azalma
olmustur. Hastalar kolayca uyandirilabilmis, koopere ve oryante durumda kalmis ve
sonug olarak hastalarin tedavi kolayliginda artig saglanmigtir. Deksmedetomidinin kalp
uzerine direkt etkisi gortilmemektedir. Deksmedetomidin alan hastalarda baroreseptor
refleks korunur ve pressor stimuluslara karsi refleks kalp hizi cevabi artar. Bununla
birlikte kardiyovaskiler depresyona, bradikardi ve hipotansiyona neden olabilir.
Ozellikle yiiksek dozda kullamldiginda saglikli cerrahi hastalarda bradikardi insidansi
% 40 gibi yiiksek olarak rapor edilmistir. Bu gecici etkiler voliim inflizyonu, atropin
veya efedrin ile basarili sekilde tedavi edilmektedir. Siiphesiz a2-adrenerjik reseptor
agonistleri, klinik olarak etkili dozlarda kullanildiginda, diger sedatif ajanlara gore daha

az solunum depresyonu yapar (68).
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Deksmedetomidin plasentayr gegmektedir fakat teratojenik etkisi heniiz ¢alisilmamistir.
Hipotansiyon, hipertansiyon, bulanti, bradikardi, atriyal fibrilasyon ve hipoksi gibi yan
etkileri goriilmektedir. Doz asimi birinci dereceden veya ikinci dereceden
atrioventrikiiler bloga neden olabilir. Deksmedetomidinle birlikte goriilen yan etkiler
ilacin yiikkleme dozundan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Yiikkleme dozunu vermeyerek veya

azaltarak bu etkiler ortadan kaldirilabilir (69).

2.4.4. Klinik Kullanim

2.4.4.1. Renal Etkileri

Alfa 2-adrenoreseptorlerin 6nemli bir avantaji bobrek fonksiyonlarini koruyucu
etkileridir. al-reseptorlerin aktivasyonu renal vaskiiler rezistansi arttirarak kan akiminin
korteksten medullaya redistriblisyonuna neden olur. a2- reseptor stimulasyonu diirez ve
natrilireze neden olur. Vazopressin sekresyonunu azaltir ve renal tiibiillere etkisini
antagonize eder. Bobrekteki jukstaglomerdiler hiicreler renin saliniminda ve kontroliinde
yer almaktadir. Renin salimimi B-adrenoseptor mekanizma ile stimiile edilirken, a2-
adrendseptor agonistleri direk olarak renin salinimini inhibe etmektedir. Renin
inhibisyonu, afferent arteriolar dilatasyona yol acarak GFH’yi arttirir. Ayrica 02—

reseptor stimiilasyonu, ANP salgilanmasina neden olarak GFH’yi arttirir (65,70).

2.4.4.2 Kardiyovaskuler Etkileri

Alfa 2-agonistlerinin kardiyovaskiler sistem tzerine temel etkileri kalp hizinda azalma,
sistemik vaskiiler rezistansta azalma ve dolayli olarak miyokardin kontraktilitesi,
kardiak output ve sistemik kan basincinda diismedir. Yiiksek selektif bir o2-agonist
gelistirilerek bu kardiyovaskiiler yan etkiler azaltilirken, istenilen hipnotik ve analjezik

ozelliklerin arttirilacagi diistiniilmiistiir (65).

Organizmada strese karsi cevap olusmakta ve sempatik sinir sistemi aktive olup, plazma
katekolamin seviyesi artmaktadir. Katekolamin artis1 tasikardi ve kan basinci artigiyla
giden bir hiperdinamik durum yaratir. Deksmedetomidin doza bagimli olarak plazma
norepinefrin konsantrasyonunda diisme ve bunun sonucunda yine doza bagl olarak kalp

hiz1 ve kan basincinda azalma yapar (70).
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Insanlarda deksmedetomidinin bolus dozunun hemodinamik etkileri, bifazik cevap
seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Deksmedetomidinin 2 ug/kg iv bolus enjeksiyonundan 5
dakika sonra, bazal degerlere gore baslangicta kan basincinda % 22 oraninda bir artis,
kalp hizinda ise % 27 oraninda bir azalma meydana gelmektedir. Deksmedetomidin
hizli 1.V verilisi kan basmcinda gecici bir artis olusturur (71). Kan basincinda
baslangigta goriilebilen artis muhtemelen deksmedetomidinin vaskiiler diiz kaslardaki

periferal a2-adrenoseptor aktivasyonuyla ortaya ¢ikan vazokonstriksiyona baglidir (70).
2.4.4.3. Sedasyon Etkisi

Deksmedetomidin, yogun bakimda ideal bir sedatif ajandan beklenen iyi bir sedasyon
saglama ve kolay uyandirilabilirlik, analjezik etki, anksiyolizis, birikici etkisinin
olmamasi, solunum depresyonu yapmamasi, hemodinamik stabilite saglamasi, bulanti,
kusma ya da konstipasyon yapmamasi kriterlerine teorik olarak tamamen uymaktadir.
Deksmedetomidin faz 3 caligmalarda klinik olarak etkili bir sedasyon saglamistir (72).
Esmaoglu ve ark. (73) yaptign calismada YBU’de takip edilen eklamptik hastalarda

deksmedetomidinin etkili sedasyon ve hemodinamik stabilite sagladigi gosterilmistir.
2.4.4.4. Anestezik ve Analjezik Thtiyacim Azaltic1 Etkisi

Deksmedetomidin genel anestezi sirasinda hipnotik ve opioid ihtiyacini azaltir (74).
Deksmedetomidinin cerrahiye stres yaniti azaltip,  intraoperatif sevofluran ve
rokuronyum tiiketimini azalttigi gosterilmistir (75,76). Solunum depresyonu ozelligi
olmamas1 nedeniyle ekstiibasyon sirasinda verilerek ekstiibasyona bagli olusabilecek
cevabi baskilar. Post-operatif deliryum goriilme sikligini azaltir. Post-operatif donemde

iyi bir analjezi saglar, opioid gereksinimini azaltir (76).
2.4.4.5. Solunum Sistemi Etkileri

Deksmedetomidinin yulksek dozlarda bile solunum fonksiyonu Uzerine herhangi bir

depresan etkisi yoktur. Hafif hiperkapni yapabilir (76).
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2.4.4.6. Diger Etkileri

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda deksmedetomidinin asagidaki etkileri
rapor edilmistir: Viicut 1s1sinda diisme, bazal ve pentagastrinin indiikledigi gastrik asit
ve pepsin sekresyonunda azalma, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, intraokuler
basingta azalma, midriyazis, barsak hareketlerinde yavaslama, sitokrom P450 (CYP
2D6) inhibisyonu, adrenalin-halotan ile indiiklenmis aritmilerde azalma, halotanla
indiiklenmis anestezide baroreseptor reflekslerin korunmasi, hafizanin gegici olarak
baskilanmasi. Ayrica insanlarda yapilan ¢aligmalarda deksmedetomidinin kisa siireli
uygulanigi biiylime hormonunun kan seviyesini arttirmistir (70). Post-operatif titreme

goriilme sikligini azaltir (77).

2.4.5. Doz ve Uygulama

Deksmedetomidin kontrollii inflizyon cihaz1 kullanilarak uygulanmalidir. Dozu
kisisellestirilmeli ve istenen klinik etkiye gore titre edilmelidir. Yetiskin hastalar i¢in 10
dk boyunca Imcg/kg’lik bir yilikleme infiizyonu ile bagslatilmali, ardindan 0.2-0.7
mcg/kg/sa’lik idame dozu verilmelidir. Deksmedetomidin uygulama 6ncesi % 0,9’luk
sodyum Klor(r soltsyonu ile diltie edilmelidir. Diltisyondan sonra hemen kullanilmali
ve 24 saat ge¢misse atilmalidir. Benzer farmakokinetik ozellikleri olmasina ragmen,
yapilan bazi ¢alismalarda cocuklardaki ihtiyacin daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Kardiyak cerrahi sonrasi infant ve neonatallerin retrospektif incelemesinde

deksmedetomidin ihtiyacinin 0.1- 1.5 pg/kg/saat oldugu bildirilmistir (78).

2.4.6. Yan Etkileri

Deksmedetomidinin teratojenik etkileri heniiz calisilmamistir, fakat ilag plasentay:
gecmektedir. Deksmedetomidinin yan etkileri hipotansiyon, hipertansiyon, agiz
kurulugu, bulanti, bradikardi, atriyal fibrilasyon, pulmoner 6dem, atelektazi ve
desaturasyonu igermektedir. Doz asimi birinci dereceden veya ikinci dereceden
atrioventrikiiler bloga neden olabilir. Deksmedetomidinle birlikte goriilen yan etkiler
ilacin yiikleme dozundan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Yiikleme dozunu vermeyerek veya

azaltarak bu etkiler ortadan kaldirilabilir. Deksmedetomidinin uzun siireli kullanimi ile
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ilgili yeterli calisma yoktur. Ancak klonidinde goriildigii gibi adaptasyona bagl
degisiklikler veya ¢ekilme sendromu deksmedetomidinde de beklenebilir (76).

2.5. APOPITOZIiS

Yunanca “dokiilen yaprak” anlamina gelen apopitozis, patolojide programii hiicre
6lumuni ifade etmektedir. Morfolojik olarak birbirinden farkl: iki tip hiicre dliimi sekli
oldugunu, ilk kez Avustralya’li patolog John Kerr bildirmistir. Sonrasinda yapilan
elektron mikroskobi calismalarinda Kerr, bu fenomeni “biiziisme nekrozu” olarak
tanimladi. 1972°de Andrew Wyllie ve Alistair R. Currie, bu aktif siireci nekrozdan ayirt

etmek i¢in “apopitozis” terimini kullandilar (79).

Teorik olarak apopitoz, gesitli travmatik hiicre dist lezyonlar ya da genetik faktorlerle
aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla
hicre 61UmUn0 kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir.
Boylece hormonal olarak aktif g¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi
iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetik
faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin apopitoza neden oldugu
sOylenebilir. Embriyogenez sirasinda hiicrelerin programli yikimi, hormon bagimli
involiisyon, tiimorler ve akut inflamatuar yanitta polimorf niiveli 16kositlerin Sliimii gibi

cok sayida fizyolojik, adaptif ve patolojik olay apopitozisi tetikler (80).

Apopitozis hiicre i¢inden ve disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden
olaylar zinciri olarak seyretmekte ve hicrenin fagositozu ile sona ermektedir. Bu

asamalar;

2.5.1. Apopitozisin baslatilmasi

Hicrenin apopitozise gidebilmesi icin hicre i¢i veya disindan gelen bir sinyal ile

genetik mekanizmanin uyarilmasi gereklidir.

Hiicre disindan kaynaklanan sinyaller:

a- Cevresel yasam sinyallerinin ve bliylime faktorlerinin yetersizligi:
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Hicreler komsu hiicrelerden ve ekstraseliiler matriksten gelen yasam sinyallerine,
bliylime faktorlerine ihtiyag duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli

miktarda olmazsa hucreler apopitozise gitmektedirler.

b- Oliim reseptorlerinin aktivasyonu: Bazi sitokinlerin hiicre membraninda bulunan
reseptorlere baglanarak olusturduklari sinyaller apopitozisi baslatabilir. Apopitozisde
rol alan membran reseptorleri icinde en onemli grup timor nekroz faktor reseptor
(TNFR) ailesidir. Bu reseptor ailesinin birgok iiyesi olup bir kismi apopitozis
olustururken bir kismi ise apopitozisden korumaktadir. TNFR iginde apopitozis

olusturan reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNFR 1 dir.

Cc- Hiicrenin maruz kaldig1 dis etkenler: Hipoksi, 1s1, anti-neoplastik ilaglar ve radyasyon

DNA hasar1 olusturarak apopitozisi baglatmaktadir.
Hicre iginden kaynaklanan sinyaller:

DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢ci pH’da diisme, metabolik

ve/veya hiicre siklus bozukluklaridir (81).
2.5.2. Apopitozis tipleri

Tip-1 hicre 61UmU (heterofaji): Hem ¢ekirdek hem de sitoplazmanin yogunlagmasiyla
baglar. Niikleus yogun kromatin kitlesi igerir ve bu yogunlagma ¢ekirdek yar1 piknotik
olana kadar artar. Niikleustan sonraki en énemli degisiklik hiicre zarinin katlanmasidir.
Hiicrenin pargalanmasi diger hiicrelerin lizozomlar1 vasitasiyla olmaktadir. Hiicre

Oliimiiniin bu sekli hemen hemen biitiin 6zellesmis hiicrelerde gozlenir.

Tip-2 hicre 6lumu (otofaji): Bu tip hiicre 6lumunde, hicrenin sindirimi buytk 6lcude
hiicrenin kendi lizozomlariyla olur. Belirgin olarak genis miktarda otofajik vakuollerle
karakterizedir ve bazen bu vakuoller mitokondri ve endoplazmik retikulumu da
icerebilir. Golgi organeli de siklikla genisler ve bu genisleme niikleosit disfosfataz
aktivitesini artirir. Bu sekilde gergeklesen hiicre dliimiinde genelde primer lizozomlar
etkilidir. Bu lizozomlar igerdikleri hidrolitik enzimleri otofajik vakuollere bosaltirlar.
Olen hiicreler etraflarindaki saglam hiicrelerin endositozuna maruz kalir. Bu gesit hiicre

6limii genelde dejenere dokularda ortaya ¢ikar.
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Tip-3 hiicre 6lumi: Bu tip hiicre 6liimii de kendi i¢inde 2 alt tipe ayrilir

a) Non-lizozomal hiicre parcalanmasi: Bu tipte, hiicre i¢i organellerin sismesini
takiben sitoplazmik alanlarin hiicre dis1 bosluklarla birlesmesi olay1 gergeklesir. Hiicre
ve hicresel yapilar kigultilerek tahrip edilir ve organeller elektron mikroskobuyla bile
goriilemeyecek kadar kiigtiliir. Ayni sekilde hiicre zar1 da pargalanir. Bu olay kikirdakta
sadece kalsifiye hiicre i¢ci maddenin rezorpsiyonundan dnce gerceklesir. Bu tip hiicre

6limii ayn1 zamanda mezenkimin bazi izole hiicrelerinde de ortaya ¢ikar.

b) Sitoplazmik tip parcalanma: Bu tip hiicre 6liimiinde ¢ekirdekte ve zar igeriginde
parcalanmadan ziyade karyoliz, 6dem ya da diffliz dejenerasyon gorulir. Sitoplazmik
tip hiicre 6lum, tip-1 hiicre 6liimiinden niikleusun erken evrede kondanse olmayist ile

ayrilir.

Hiicrede, kiiclik elementlerde parcalanma ve ribozomlarda sayica azalma goriilmez. Bu
tip hicre 6limanan Tip-2 ve Tip-3a da anlatilan hiicre 6liim sekillerine benzerligi ise
duz yuzli endoplazmik retikulum ile mitokondriyal seyrelme icermesidir. Fakat bu
tipte, tip-2 hicre Sliimiiniin karakteristik 6zelligi olan otofajik vakuoller goriilmez. Bu
tip hicre 6limi mitokondriyal sisme ve endoplazmik retikulumda genisleme ve geg

karyoliz goriilmesi agisindan nekroza benzer (80).
2.5.3.Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu

Hiicre i¢inden ve disindan gelen sinyaller hiicre icindeki kaspaz (cysteine aspartate
spesific proteases) ad1 verilen proteazlar1 aktive etmektedir. Oliim reseptdrleri adaptor
proteinler aracilifiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri aracilifiyla kaspazlari aktive

etmektedir.

Sinyaller mitokondri dis zarinda gegirgenligi arttirir. Mitokondri dis zarimin gegirgenligi
bazi proteinler ile saglanmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi bel-2 grubu proteinlerdir. Bcl-2
grubu proteinlerin bir kismi pro-apopitotik etkili iken diger kismi ise anti-apopitotik
etkilidir. ~ Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini induklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini baskilarlar
(82).
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Tablo 1: Bcl-2 gen ailesi

Antiapopitotikler

Proapopitotikler

Bcl-2 Bax
Bcl-X1 Bad
Bcl-v Bak
Mcl-1 Bcl-Xs
Bim
Bid
APOPTOTIK SUREC
| L L s
Indiikleyici Modiilator Efektor Substrat Oliim
ajan
.
4

. Bitylime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgek hilere proteini

cksikligi . TRADD - DNA

Adezyonun kaybh . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p33 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik

.Seramid cisimeikler

Sekil 2. Apopitoz agamalari
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2.5.4. Kaspaz ailesi ve apopitozisteki rolleri

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir enzim
grubudur ve aspartik asitten sonraki peptid bagii kirarlar. Su ana kadar 14 tanesi
tamimlanmistir ve ¢ogu apopitozisde rol almaktadir. Hiicrede inaktif olarak bulunan
kaspazlar, birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Kaspaz 2, 8,
9, 10 baslatict kaspazlar olarak bilinirken, Kaspaz 3, 6, 7 efektor kaspazlar olarak
bilinir. Baglatici kaspazlar, apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini efektor
kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan enzim interlokin

1-B donistiirticti enzimdir (ICE) ve pro-kaspaz 1 olarak bilinir (83,84).

Kaspazlar, DNA endoniikleazi baglayan proteini yikarak DNA kiriklar1 olusumuna
neden olur. Aktini yikan proteini aktiflestirerek hiicre sekil bozuklugu olustururlar.
Membran i¢ yuzinde bulunan fosfotidilserini dis yiizeyine yer degistirir, intraselliiler
adhezyon molekiilleri (ICAM) ve trombospondin gibi adhezyon molekiillerini agiga

cikarirlar (81).

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunuyorsa da bazi iiyeleri, 6rnegin kaspaz 12, golgi
aparatinda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir. En 6nemli
baslatic1 kaspazlar, tip I apopitozis (mitokondri aracili, intrinsik) i¢in kaspaz 8, tip II
apopitozis (ekstrinsik) i¢in kaspaz 9, tip III apopitozis (endoplazmik retikulum aracili)
icin kaspaz 12’dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmis hiicre Oliimiinde geri

doniisiimsiiz noktanin en 6nemli gostergesidir (85,86).

Apopitozisde hiicreler morfolojik olarak yiizey yapilarimi ve diger hiicrelerle temas
yiizeylerini kaybeder. Hiicreler sivi kaybederek kiigiiliir ve biiziisiir. Sitoplazmanin
yogunlagtigt ve organellerin  birbirlerine yakinlastigi  goriiliir. ~Membranlar
batinluklerini korurlar ve organeller genel olarak saglamdir. En onemli degisiklik

cekirdekte gozlenir.

Kromatin, c¢ekirdek membranina yakin kisimlarda  yogunlasir  (kromatin

kondensasyonu), cekirdek biiziisiir ve bazen membranla sarili olan birkag parcaya
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ayrilabilir. Hicre, zarla gevrili kiguk parcalara bolunerek apopitotik cisimcikler
olusturur. Apopitotik cisimcikler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan

fagositoz edilerek temizlenir (81).

Apopitozis tanisina 6zgii baz1 aktivasyonlarin belirlenmesi i¢in ¢ok c¢esitli yontemler
vardir. Immunhistokimyasal yontemlerden kaspaz 3 tayini ile apopitozisi belirlemek bu
yontemlerden sadece bir tanesidir. Bunun igin, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin
bilinmesi ya da galisilan dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadiginin
bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hticreler bu metodla tespit edilebilirler
(87).

2.6. Kidney Injury Molecule-1(KIM-1)

KIM-1 bir tip 1 membran glikoproteinidir. ilk olarak Ichimura ve ark. (88) tarafindan
tanimlanmistir. KIM-1’in %90’indan fazlas1 proksimal tubulde sentez edilmektedir.
KIM-1 ayn1 zamanda daha diisiikk diizeylerde lenfositlerde sentezlenir. T hiicre
immunglobulin musin-1 (TIM-1) ve hepatositlerde hepatit A viris hiicresel reseptor-1
(HAVCR-1) olarak adlandirilir. KIM/TIM ailesi farelerde 8, ratlarda 6, insanlarda 3
iiyeden olusur. Ozellikle akut ve kronik hasar sonrasi proksimal tubullerin apikal
membranlarinda sentezi artmaktadir (89). Tubullerde KIM-1 sentezlenmesi 6zellikle
inflamasyon ve tubul hasar ile iliskilidir. Tubul epitelyum hasarim1 baglatan bir¢ok

faktor tubul hucrelerinde KIM-1 ekspresyonuna yol acar (90).

Deneysel olarak olusturulan iskemi reperfiizyon sonrasi 3 saat i¢cinde KIM-1 gen ve
rtinlerinin ortaya ¢iktigi saptanmistir. Beyin oOliimiinden 6 saat sonra tubullerde
herhangi bir yapisal degisiklik bulgusu olmaksizin KIM-1’in yiikseldigi gozlenmistir
(89).

Tubullerde KIM-1 dretimi interstisyel fibrozis ve makrofaj birikimi gibi interstisyel ve
mezenkimal matriks genislemesi, fokal ve segmental glomeruloskleroz ve glomeruler
makrofaj birikimi gibi glomerul patolojileri ile iligkili olarak arttigi gosterilmistir.
Deneysel olarak renin-anjiotensin aktivitesinin arttig1 tubulointerstisyel durumlarda da

KIM-1’in sentezlendigi gosterilmistir (89).
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Sisplatin, folik asit, siklosporin, iyotlu kontrast madde ve diger nefrotoksik ajanlara
bagli akut hasarlarda, akut ve kronik allograft nefropatisinde KIM-1 artis1 gézlenmistir.
Fokal glomeruloskleroz, IgA nefropatisi, membran6z ve membranoproliferatif
glomerulonefrit, akut ve kronik allograft nefropatisi, sistemik lupus eritamatozus,
wegener graniulomatozisi ve diyabetik nefropatide tubullerde 6zellikle inflamasyon ve
fibrozis bolgesinde KIM-1 sentezinin arttig1 gosterilmistir (89,91).

KIM-1 tiibiiler kaynakli bir transmembran proteindir. Bu protein, ekstraselluler
kisminda 6- sistein immunglobulin benzeri parca ve treonin/serin/ prolinden zengin
musin benzeri O-glikozile protein iceren tip 1 hiicre membran glikoproteinini kodlar.
Hayvan deneylerinde iskemik veya toksik akut bobrek hasarina cevap olarak KIM-1
mRNA’nin hasar ve yeniden yapilanmanin 6zelliklerinin goriildiigli proksimal tiibiil
epiteliyal hiicrelerinde belirgin derecede arttigi tespit edilmistir. Ozellikle dis
medullanin dis seridinde ve korteksin mediiller raylarinda saptanmistir. Ratlarda yapilan
bir ¢calismada gentamisin, krom ve civa injeksiyonunu takiben renal histopatolojinin
derecesi ve ciddiyetine paralel olarak idrar KIM-1 dlzeyleri kan (re azotu ve kreatinine
kiyasla 24 saat iginde yiikselmis ve 72 saat boyunca yiiksek Ol¢iilmiistiir (92). Diger bir
calismada biyopsi ile kanitlanmis akut tiibiiler nekroz saptanan altt hastanin idrar
ornekleri, kronik bobrek hastaligi veya diger sebeplere bagli akut bobrek hastaligi
olanlarla ve saglikli bireylerle karsilagtirilmigtir. Proksimal tiibulde KIM-1 yogun bir
sekilde boyanmig ve idrar KIM-1 diizeyleri de iskemik akut tibuler nekrozlu hastalarda

digerlerine oranla yiiksek bulunmustur (93).

Bagka bir organda eksprese edilmeyen KIM-1; bobrek hasarimi géstermede BUN ve
kreatinine gore ¢ok daha duyarli bir marker oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda akut
ve kronik bobrek hastaligini erken tespit etmede ve takip siirecinde basit bir test olarak

kullanilacagi 6ngoriilmektedir (90).
2.7. Total Antioksidan Kapasite -Total Oksidan Kapasite

Total antioksidan kapasite (TAS) 6l¢iimili plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin
antioksidanlarin kiimiilatif etkisini yansitmaktadir. Boylece Ol¢iilebilen antioksidanlarin
ayr1 ayr1 toplamindan daha biitiin bir degerdir. Bilinen ve bilinmeyen antioksidan

kapasiteyi ve sinerjik etkilesimi 6l¢tiigiinden dolay1 invivo oksidanlar ve antioksidanlar
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arasindaki hassas dengeyi kavramay1 saglar. Bu yontem ile 6zellikle lipit, protein, DNA
gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina yol acan serbest radikal reaksiyonlarina karsi
olan TAS oOlculmektedir. Serum vyada plazmadaki oksidan molekillerin
konsantrasyonlarini ayri1 ayri Olgebilmek miimkiindiir. Ancak oksidan etkileri birbiri
tizerine eklenebilir olan bu molekiillerin tek tek oOlgiilmesi pratik degildir. Bu
diisiinceden yola ¢ikilarak tiim oksidanlarin durumunu yansitabilecek bir yontem olan

total oksidan kapasite (TOS) 6l¢timii gelistirilmistir(94).
2.8. Kan dre nitrojeni

Vicuttaki tirenin en 6nemli kaynagi karacigerdir. Protein katabolizmasi sirasinda
aminoasitlerin deaminasyonu ile amonyak olusur. Olusan amonyak karacigerde lireye
doniisiir. Ure glomerulden stiziiliir, ADH etkisi ile geri emilir. Bu nedenle BUN, protein
katabolizmasi ile dogru glomeruler filtrasyon ile ters orantilidir. Sonug olarak protein
katabolizmas1 normal ve sabit olmadik¢a, BUN glomeruler filtrasyon hizinin giivenilir
bir gostergesi degildir. Acglik ve karaciger hastalifinda BUN degeri azalirken;
katabolizmanin arttig1 durumlarda BUN artar (95).

2.9. Kreatinin

Kreatin enzimatik olmayan yollarla kreatinine doniisen bir kas metabolizmas tiriiniidiir.
Olusan kreatinin daha sonra filtre edilir, fakat bobreklerde reabsorbe olmaz. Bu nedenle
serum kreatinin konsantrasyonu viicut kas kitlesi ile dogru, glomeruler filtrasyon ile ters
orantilidir. Kas kitlesi genellikle sabit oldugundan Cr oOl¢tiimleri genelde GFH’inin
giivenilir gostergesidir. Serum Cr degerinin 2 katina ¢ikmast GFH’de %50°lik diisiis
olusrurur. Fazla kirmiz1 et tiiketimi, simetidin tedavisi Cr degerini arttirirken; yaslhlik,

hipertiroidizm, kas atrofisi Cr degerini diisiirtir (95).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Calismalart Etik Kurulu’nun
14.05.2014 tarihli ve 14/82 sayili onay: ile Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Aragtirma Merkezi’inde (DEKAM) gergeklestirildi. Bu proje
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir

(TTU-14-5306).
3.1. Deney Hayvanlar1 Bakim

Calismada agirliklar1 180-280 gram arasinda degisen erigkin (8haftanin iizerinde) erkek
cins Wistar-albino tlrti 32 adet rat kullanildi. Standart plastik kafeslerde ayni ortamda
tutlan ratlar standart rat yemi ile beslendi. igme suyu olarak ¢esme suyu kullanildi.
Ratlarin bulundugu ortam oda sicakliginda (22°C) tutuldu, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde 1s1iklandirildi.

3.2. Deneysel Calismanin Yapihisi

Deney hayvanlari her biri 8 rattan olusan dort gruba ayrildi. Deneye baglanmadan 6nce
her bir rat tartilarak agirliklar1 tespit edildi, uygulanmasi gereken ila¢ dozlan

hesaplandi.

Grup K (kontrol grubu, n=8); bu gruptaki ratlara 1 ml/kg olacak sekilde intraperitoneal
(ip) %0,9 NaCl solusyonu olan serum fizyolojik (SF) verildikten 20 dk sonra 1 ml/kg ip
SF enjeksiyonu yapildi.
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Grup KOL (kolistin grubu, n=8); bu gruptaki ratlara 1 ml/kg SF uygulandiktan 20 dk
sonra 10 mg/kg kolistin (Colimycin 150 mg im/iv Kogak Farma Ilac) enjeksiyonu
yapildi.

Grup DEX10 (kolistin-deksmedetomidin 10 mcg/kg grubu, n=8); bu gruptaki ratlara 10
mcg/kg deksmedetomidin (Precedex 200 mcg/2ml; Hospira, Rocky Mount, NC, USA)
ip uygulandiktan 20 dk sonra 10 mg/kg kolistin (Colimycin 150 mg im/iv Koc¢ak Farma
Ilag) enjeksiyonu ip olarak yapildi.

Grup DEX20 (kolistin-deksmedetomidin 20 mcg/kg grubu, n=8); ); bu gruptaki ratlara
20 mcg/kg deksmedetomidin (Precedex 200 mcg/2ml; Hospira, Rocky Mount, NC,
USA) ip uygulandiktan 20 dk sonra 10 mg/kg kolistin (Colimycin 150 mg im/iv Kogak
Farma Ilag) enjeksiyonu ip olarak yapildi.

Enjeksiyonlar her bir rata sol alt kadrandan insulin enjektor ile 8 saat ara ile glinde 2
kez ip olarak yapildi. Damar i¢i enjeksiyonu bertaraf etmek i¢in her bir enjeksiyondan
once nazikge aspire edildi. Yedi giin boyunca giinde 2 kez olacak sekilde isleme devam
edildi.

Tum gruplardaki ratlar 8.gin sakrifiye edildi, kan érnekleri ve bobrek doku drnekleri

alindi.

Ratlar kan 6rnekleri alinmadan 6nce 50 mg/kg pentobarbital ile sedatize edildi. Kan
ornekleri enjektor yardimiyla intrakardiyak yoldan alindi. Laparotomi yapilarak her iki
bobrege ulasilip rezeke edildi ve %10’luk formol solusyonuna konuldu. Deney sonunda

ratlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Alinan kan ornekleri biyokimya tiiplerine konuldu. Tiipler 2000 devirde 15 dk santrifiij
edilerek elde edilen serum ependorf tiiplere ayrildi ve -80 derecede c¢alisma giiniine
kadar saklandi. Caligma giinii oda sicakliginda ¢dziinen serumlarda BUN (blood urin
nitrogen-kan dre azotu), kreatinin, KIM-1(kidney injury molekil-1), TOS (Total
oksidatif stres), TAS (Total antioksidatif stres) 6l¢timii yapildi.
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Coziinen serumlarmn bir kisminda BUN ve Cr diizeyleri Isvigre Roche — Cobas
cihazinda olgiildi. Bir kismi ise KIM-1, TAS, TOS c¢alisilmak {izere Arastirma
Biyokimya Laboratuarina gonderildi.

3.3. Labaratuar incelemesi
3.3.L.KIM-1 Tayini

Serum KIM-1 seviyeleri Yehau marka (katolog no YHBO652Ra) ELISA Kkiti ile
Olculdi. Prensip; kompetitif olarak antijen-antikor komplekslerinin olusumuna dayanir.
Serum Orneklerinde bulunan biotin ile isaretlenmis KIM-1 spesifik antikor ile kapli
kuyucuklara baglanabilmek i¢in miktar1 bilinen ve enzimle isaretli antijen ile yarisir.
Baglanmayan antijen yikama islemi ile ortamdan uzaklastirilir. Substrat A ve B eklenir.
Antijen-antikor komplekslerinin enzim substratiyla inkiibasyonunu takiben olusan

rengin siddeti rat KIM-1 konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
3.3.2.TAS Tayini

Serum TAS seviyeleri IMAnOx marka TAS/TAC (katalog no KC 5200) Kiti ile 6lculdu.
Antioksidatif kapasitenin belirlenmesi belirli miktardaki H;O0,’li  6rneklerdeki
antioksidanlarin reaksiyonu ile gerceklestirildi. Temin edilen H;O,’nin bir miktar
ornekteki antioksidanlar tarafindan elimine edildi. Kalan H,O, miktar1 fotometrik olarak
belirlendi. Son solusyonlar eklendikten sonra érnekler mikrotitre plaka okuyucu iginde
450nm’de Olgilildii. Belirli zaman periyotlarinda uygulanan ve Olgulen peroksit
konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik ornekteki antioksidanlarin reaktiviteleri (oksidatif

kapasite) ile orantilidir. Miktar 6l¢timii propektustaki kalibrator ile gerceklestirildi.
3.3.3.TOS Tayini

Serum TOS/TOC seviyeleri Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti (katalog no
RL0024) ile dlculdu. Ornekte bulunan oksidanlar, Fe?*’yi Fe** iyonuna okside eder.
Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekdlleri
ile arttirilir. Fe** iyonu asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks yapar. Renk

siddeti, Ornekte bulunan oksidan molekiillerin miktar1 ile orantihidir ve
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spektrofotometrik olarak olgildi. Olgtim hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar

umol H,0, ekivalent/L olarak ifade edilmektedir.
3.4. Patolojik Inceleme

Bobrek dokusuna kesitler yapilip 0,5 cm kalinliginda doku ornekleri alindi. Alinan
ornekler %10’luk formol solusyonu ile fiske edildi. Rutin doku takip islemi sonrasi

parafin bloklar hazirlandi.
3.4.1.immunohistokimyasal Boyama Ydéntemi

Kaspaz—3 immunreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla rat spesifik anti-kaspaz—3
antikorlart (RB-1197-R7, Thermo Scientific, Fremont, CA) kullanildi. mikrotom ile iki
mikrometre kalinlikta kesilerek poly-L-lysinli lamlara alinan 6rnekler deparafinize ve
azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra 10 dk distile suda yikandi. Sitrat
tampon (10 mmol/L, PH:6,0) icerisinde 10 dk mikrodalgada 1sitilarak antijen retrieval
(ag1ga c¢ikartma) uygulandi. Cikarilip 5 dk distile suda yikanan preperatlar dokuya zarar
vermeden kurulanip doku kalemi ile gevreleri smirlandi. Uzerine hidrojen peroksit
damlatilip 10 dk bekletildi. Sonrasinda 5 dk distile suda yikanan kesitler 5 dk fosfat
tamponlama solusyonunda (PBS) bekletildi. Kesitler protein bloke edici (large volume
ultra V blok) serumla 10 dk muamele edildi. Daha sonra caspase-3 primer antikoru ile
50 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 10 dk PBS’de yikanip biotinylated Goat Anti-
polyvalent solusyonunda 10 dk bekletildi. Tekrar PBS’de 10 dk yikanan kesitler
streptavidin peroxidase serumunda 10 dk tutulup yeniden PBS’de 10 dk bekletildi.
Reaksiyonun goriindr hale gelmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) kromojen hazirlandi ve
numunelerin iizerini kapatacak sekilde 10 dk siire ile uygulandi. Distile suda 10 dk
yikanan kesitlerde Mayer’s hematoksilen ile zit boyama elde edildi. Dereceli alkollerde
dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra
entellan damlatilarak lamelle kapatildi. insan tonsil materyali pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Tek bir patolog tarafindan 1s1k mikroskobunda koér olarak degerlendirilen Kesitlerde
kaspase-3 yontemi ile tespit edilen apopitozis miktar1 incelendiginde preperatlarin her

alani tarand1 ve pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi belirlendi (62).
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3.5. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 21 bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-Wilk Normallik testi ile bakildi. Normal
dagilim gosteren degiskenler i¢in gruplar arasi farkin olup olmadigina Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ile bakildi. Fark ¢ikan gruplarda ¢oklu karsilastirmalar igin
Tukey testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen parametrik verilerin
degerlendirilmesinde non-parametrik testlerden Kruskal-wallis testi kullanildi. Anlamli
bulunanlar Pairwise comparison ile karsilastirildi ve istatistiksel farkin hangi gruplar

arasinda oldugu bulundu. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi
(DEKAM)’nde bakimi yapilan ratlarin higbirinde ¢alismadan ¢ikarilmay1 gerektirecek

patoloji izlenmedi. Bu deneysel ¢alismadan elde edilen bulgular su sekildedir.
4.1. BIYOKIMYASAL SONUCLAR
4.1.1. BUN ve Cr sonuglan

BUN ve Cr degerleri karsilastirildiginda; grup KOL’de, grup K’e goére BUN ve Cr
degerleri anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,001). Grup DEX10 ve Grup DEX20’de;
Grup KOL ile karsilastirildiginda BUN ve Cr degerleri anlamli olarak disiikti
(p<0,001). Grup DEX10 ve DEX20; kontrol grubu ile karsilastirildiginda degerler
arasindabanlaml fark goriilmedi (p>0,05). Grup DEX10 ve Grup DEX20 arasinda BUN
ve Cr degerleri karsilastirildiginda anlamli fark yoktu (p>0,05) (Tablo 2).

Tablo 2. Serum BUN ve Cr degerlerinin karsilagtiriimasi

Grup Grup
GrupK | GrupKOL 1 pevig DEX20
(n=8) (n=8) . . p
X +ss X +ss (n=8) (n=8)
- - X #ss X #ss
BUN(mg/dl) | 17,4+2,9 | 40,3%3,9° | 20,7+3,3° | 21,9+17 <0,001
Cr(mg/dl) 040,04 | 0,6+0,08° | 0,3+0,03° | 0,3+0,04° <0,001

a: Grup K’e gore anlamli ylksek, b: Grup KOL’e gore anlamli diisiik

Degerler ortalama + standart sapma (X +ss) olarak verilmistir. (p<0,05 anlamli)
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Grafik 1. Gruplarin BUN degerleri (mgdl) (p<0,05).
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4.1.2.KIM-1 sonuclari

Gruplar arasinda KIM-1 degerleri karsilastirildiginda Grup KOL ile Grup DEX10
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. KIM-1; DEX10 grubunda Grup
KOL’e gore anlamli disiiktii (p=0,018). Grup KOL’de KIM-1kontrol grubuna gore
yuksek; fakat bu yukseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Serum KIM-1degerlerinin karsilastirilmasi

Grup K Grup KOL | Grup Grup P
(n=8) (n=8) DEX10 DEX20
X 4ss X tss (n=8) (n=8)
X £ss X +ss
KIM-1(ng/dl) | 0,74 £0,1 | 1,02 £0,2 0,71 +0,2° 0,94 0,2 0,018

b: Grup KOL’e gore anlamli diisiik

Degerler ortalama * standart sapma (X +ss) olarak verilmistir. (p<0,05 anlamli)

4.1.3.TAS sonuglari

Gruplar arasinda TAS degerleri karsilastirildiginda Grup K ile Grup DEX10 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,04) (Tablo 4). Grup KOL’de kontrol
grubuna gore TAS degerleri diisiiktii; fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0,13). Grup DEX20’de TAS degeri Grup KOL’e gore yiiksekti; fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,92).

Tablo 4. TAS degerlerinin karsilastirilmasi

Grup K Grup KOL | Grup DEX10 | Grup DEX20 P
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
X £ss X %8s X #ss X #ss
TAS(umol/L) | 373,4 £19,7 | 322,3+29,5 | 306,5 +63,4* | 336 +54,4 0,04

a: Grup K’e gore anlamh diisiik

Degerler ortalama + standart sapma (X +ss) olarak verilmistir. (p<0,05 anlamli)
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4.1.4. TOS sonuclar

Gruplar arasinda TOS degerleri karsilastirildiginda; Grup KOL’e gore her U¢ grupta da
TOS degerleri istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p<0,001) (Tablo 5).

Tablo 5. TOS degerlerinin karsilastiriimasi

Grup K Grup KOL DGEr)léEO D?Er;égo
I\Slr(]ed?zgn I\Slre]:d?a)n I\Slnga)n hﬁlﬁ?gn p
(min-max) (min-max) (min-max) | (min-max)
TOS 3,2 17,7 33 3.9
(umolH,Oxq/L) | (24-6,7)° | (144-230) | (2,968 | (2,9-6,8)" <0.001

b: Grup KOL’e gore anlamli diisiik
Degerler ortanca (en diisiik-en yiiksek) olarak verilmistir. (p<0,05 anlamli)

4.2 iIMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Ratlarin bobreklerinde apopitotik aktiviteyi gosteren kaspase-3 boyama teknigi ile
tablo 6’da
gosterilmistir. Grup KOL’de kontrol grubuna gore kaspase-3 aktivitesi anlamli yiiksek
bulundu (p=0,019). Grup DEX10 ve grup DEX20’de;

yapilan incelemede; biitiin gruplarin kaspase-3 boyama yiizdeleri

kontrol grubu ile

karsilastirildiginda kaspase-3 boyanma aktivitesi bakimindan anlamli fark yoktu
(p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Kaspase-3 boyanma oranlarinin karsilastiriimasi

Grup K Grup KOL | Grup DEX10 | Grup DEX20

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Median Median Median Median

(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
(Interquartile | (Interquartile | (Interquartile | (Interquartile

Range) Range) Range) Range) p
Kaspase-3 10 (5-10) 10 (10-20)* 10 (10-20) 10 (5-10) 0021
boyanma yiizdesi (5) (10) (0) (0) ’

a: Grup K’e gore anlaml yliksek

Degerler ortanca (en diisiik-en yiiksek) ve interquartile range olarak verilmistir (p<0,05 anlamly).
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Sekil 4. Grup KOL kaspase-3 boyanma bulgulari (kahverengi boyanma kaspase-3
tutulumunu gostermektedir).
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Sekil 5. Grup DEX10 kaspase-3 boyanma bulgular1 (kahverengi boyanm kaspase-3

tutulumu gdstermektedir).
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Sekil 6. Grup DEX20 kaspase-3 boyanma bulgular1 (kahverengi boyanma kaspase-3
tutulumu gostermektedir).
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5. TARTISMA

Bu deneysel calismada kolistinin bobrek fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi, serum
BUN, Cr, KIM-1 diizeylerini arttirdigi ve deksmedetomidinin bu nefrotoksik etkiyi

onledigi gosterilmistir.

Coklu ilaca direncli patojenlerin etken oldugu VIP, YBU’lerinde mortalite ve
morbiditeyi Onemli Olclide arttirmaktadir. Ayn1 zamanda hastanede yatis siiresini
uzatarak maliyet artisina neden olup iilke ekonomisine de biiyiik yiik getirmektedir
(13,14). A.baumanni; VIP etkeni olarak en sik izole edilen mikroorganizmalardan
biridir (9,22). Karbapenem direnci, A.baumanni enfeksiyonlarinda tedavi seceneklerini
oldukca kisitlamis ve tedavide son segenek olarak kabul edilen polimiksinler siklikla
kullanilmaya baglanmistir (32). Kolistinin yan etkilerinden biri olan nefrotoksisite
kolistin kullanimin1 kisitlayan ciddi bir sorundur. Klinikte nefrotoksisite oranlari;
kolistin kullanim dozu, siiresi ve kullanilan diger nefrotoksik ajanlarla iligkili
bulunmustur (57). Kolistin nefrotoksisitesinin énlenmesine yonelik bir cok farmakolojik
ajan deneysel ve klinik ¢alismalarda denenmistir (3,4). Bu g¢alismalarda temel olarak
bobrek fonksiyonlar: iizerine etkisi ve hasarda hangi mekanizmanin sorumlu oldugu

arastirilmastir.

Hakim ve ark. (96)’nin yaptiklari ¢aligmada ratlara 15 giin boyunca iki farkli dozda
(150000 ve 300000 IU/kg) kolistin uygulanmistir. Calismanin sonunda BUN, Cr
Ol¢timleri yapilmis ve histolojik degisiklikler incelenmistir. Bu parametrelerde gruplar
arasinda ve kontrol grubuna gore anlamli degisikligin olmadigi rapor edilmistir. Kolistin
nefrotoksisitesinin doza bagimli oldugu ve kullanilan bu dozlarda toksik etkinin
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olusmadig1 gosterilmistir. Ancak literatlirdeki bircok deneysel c¢alismada kolistinin
nefrotoksik etkisi belirtilen doz ve surelerde (kumulatif doz 36,5 mg/kg 7 giin boyunca)

gosterilmistir (3,4)

Shavit ve ark. (97)’nin idrar yolu enfeksiyonu (IYE) olan ve kolistin tedavisi alan 116
hastayr dahil ettikleri Kklinik ¢alismada bobrek hasarmi  gostermede erken
biomarkerlardan biri olan NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin)
kullanilmistir. Hem akut tubuler nekroz (ATN) gelisen hem de ATN gelismeyen
hastalarda idrar NGAL degerlerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. ATN
gelismeyen hastalarda da benzer idrar NGAL degerlerinin goriilmesi [YE nun

muhtemel etkisine baglanmustir.

Ghlissi ve ark. (98) ratlarda yaptiklar1 ¢alismada farkli dozlarda kolistin uygulayarak
nefrotoksisiteyi belirlemeye calismislardir. Ratlara; 150000, 300000 ve 450000
[U/kg/giin dozunda 7 giin boyunca kolistin uygulamislardir. Nefrotoksisiteyi belirlemek
icin plazma sistatin-c, Cr, idrar NGAL, GGT, LDH, ALP, AST, ALT degerleri
Olgiilmiistir. Plazma sistatin-c ve idrar NGAL degerlerinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiikselis gorilmistir. Diger parametrelerde anlamli
degisiklik olmamistir. Aragtirmacilar kolistin nefrotoksisitesinde, sistatin-c ‘nin, Cr ve

NGAL’den daha sensitif bir marker olabilecegi rapor etmislerdir.

Bir diger ¢aligmada polimiksinlere bagli nefrotoksisitenin tespitinde bir¢ok biomarker
karsilastirilmistir (99). Arastirmacilar kolistin grubundaki ratlara 25 mg/kg/gtn dozunda
7 giin boyunca kolistin enjeksiyonu yapmislardir. Kolistin grubunda BUN ve Cr
degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli yiikselis goriilmiistiir. Bobrek hasarinin
erken tespitinde kullanilan tiriner KIM-1, a-GST, albumin, NGAL, GST-, clusterin ve
osteopontin degerleri ilag uygulamasinin 2.ve 4. giinlinde anlamli olarak yiikselis
gostermistir. Osteopontin disindaki biomarkerlar 7. giiniin sonunda da kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiikselis gostermistir. Ayni ¢aligmada bdbrek
dokusunun histopatolojik incelemesinde H&E ile boyanan preperatlarda kolistin
grubunda proksimal tubul hasari, KIM-1 histokimyasal boyanmada ise proksimal
tubullerde  KIM-1  ekspresyonu izlenmistir.  Sonugta polimiksinlere  bagl

nefrotoksisitenin tespitinde KIM-1 ve a-GST’nin diger biomarkerlardan daha sensitif

43



oldugu gosterilmistir. Bu sonug¢ kolistinin proksimal tubul hasar1 yapmasina

baglanmistir.

Birgok calismada kolistin nefrotoksisitesinin uygulanan dozlarla iliskili oldugu ve
nefrotoksisitede muhtemel hasarin proksimal tubullerde oldugu gosterilmistir (98,99).
BUN ve Cr degerlerinin bir ¢ok parametreden etkilenmesi nedeniyle bobrek hasarinin
erken tespitinde ¢esitli biomarkerlar ¢alisilmistir. KIM-1’in bu biomarkerlardan biri
olmasi ve daha once kolistin nefrotoksisitesinde Uriner KIM-1 ¢alisildigi halde serum
KIM-1 degerinin Olgiildiigii bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamasi nedeniyle bu
calisgmada BUN, Cr yaninda serum KIM-1 dlzeyleri de olglilmiistiir. Bu ¢alismada
ratlara 20 mg/kg/gin dozunda 7 gin boyunca kolistin uygulanmistir. Caligmanin
sonunda oOlgiilen BUN ve Cr degerlerinde, kolistin grubunda kontrol grubuna gore
anlaml yiikselis goriilmistiir. KIM-1 degeri ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da yiksek bulunmustur. Kullanilan kolistin dozunun nefrotoksisite
etkisi BUN, Cr ve KIM-1diizeyindeki artislar ile gosterilmistir. Serum KIM-1 degerinin
Olgimi ile kolistin nefrotoksisitesinde bobrek fonksiyonlarmin takip edilebilecegi

gosterilmistir.

Ozyillmaz ve ark. (63)’nin ratlarda olusturduklari kolistin nefrotoksisitesine N-asetil
sistein (NAC) etkisini degerlendirmek i¢in yaptiklari ¢alismada plazma BUN, Cr
degerleri dl¢iilmiistiir. U¢ grubun oldugu ¢alismada ilag¢ uygulamalarina 6 giin boyunca
devam edilmistir. Kolistin grubunda (300000 IU/kg) BUN ve Cr degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli yiikseldigi; fakat NAC tedavisi verilen grupta bu degerlerde
anlaml degisikligin olmadig1 goriilmiistiir. Ayni1 ¢alismada BUN, Cr yaninda; plazma
TNF-a, renal doku superoxide dismutase (SOD), malondialdehit (MDA) diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Ayrica; immunositokimyasal olarak i-NOS, e-NOS ve neurotrophin-3
(NT-3) analizi yapilmistir. Kolistin grubunda SOD, i-NOS, NT-3degerlerinin yiikseldigi
ve NAC uygulanan grupta diistiigii gosterilmistir. Bu sonuclara dayanarak kolistinin
olusturdugu renal hasarin oksidatif strese bagli olabilecegi NAC tedavisinin anti-

oksidan etki ile hasar1 azaltabilecegi bildirilmistir.

Bu c¢alismada muhtemel mekanizmalardan biri olan oksidatif hasar tespiti igin TAS ve
TOS degerleri ¢alisilmistir. Kolistin grubunda oksidatif aktiviteyi gosteren TOS degeri

kontrol grubuna gore anlamli yiikksek bulunmustur. Antioksidan aktiviteyi gosteren TAS
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degeri kontrol grubuna gore kolistin grubunda diisiik bulunmustur. Bu sonuglar kolistin
nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin sorumlu olabilecegini desteklemektedir. Ancak
oksidatif hasarda hangi mekanizmanin sorumlu oldugunu gosteren daha spesifik

markerlarin 6l¢iildiigii ¢alismalara ihtiyag vardir.

Yousef ve ark. (4) ratlarda olusturduklar1 kolistin nefrotoksisitesine askorbik asitin
etkisini arastirmiglardir. Kumulatif doz 36,5mg/kg olacak sekilde 7 gilin kolistin
uygulanan ratlarda; plazma Cr, proksimal tubul hasarini gosteren tiriner NAG ( N-asetil
B-D-glukozaminidaz) degerleri Ol¢iilmiistiir. Kolistin grubunda plazma Cr ve Uriner
NAG yiuksek, askorbik asit+ kolistin uygulanan grupta ise bu degerlerin diistiigii
goriilmustiir. Histolojik degerlendirme i¢in bobrek dokusu H&E ile boyanmistir. Ayrica
renal hiicre kiiltiirli yapilarak TUNEL boyama ile apopitotik aktivite degerlendirilmistir.
Kolistin grubunda H&E ile tubuler hasarin olustugu gosterilmis, hlcre kiltiriinde ise
apopitotik aktivitenin arttigi goriilmiistiir. Askorbik asit uygulamasi ile bu etkinin
azaldig1 sonucuna varilmistir. Ayni c¢alismacilarin yaptigi bir baska caligmada yine
ratlarda olusturulan kolistin nefrotoksisitesini dnlemek i¢in melatonin kullanilmaistir.
Uriner NAG degerleri 6l¢iilmiis ve H&E ile histolojik degerlendirme yapilmstir (3). Bu
calismalar sonucunda kolistin nefrotoksisitesinin askorbik asit ve melatonin gibi

antioksidanlar kullanilarak azaltilabilecegi deneysel olarak kanitlanmistir.

Bu calismalara dayanarak 28 hastanin dahil edildigi kolistin nefrotoksisitesine karsi
askorbik asitin koruyucu etkisinin degerlendirildigi klinik ¢aligma yapilmistir. Kolistin
alan hastalarin % 60’inda, kolistin+ askorbik asit alan hastalarin % 53,8’inde RIFLE
kriterlerine gore nefrotoksisite belirlenmistir. Her iki grupta da iiriner NGAL ve NAG
degerleri tedavinin baglangicina gore yiiksek bulunmus; fakat gruplar arasinda anlaml
fark tespit edilmemistir. Sonugta; askorbik asitin kolistine bagli renal hasarda koruyucu

etkisinin oldugu klinik olarak kanitlanamamistir (100).

Kolistin nefrotoksisite mekanizmasinin tam anlagilamamasi nedeniyle nasil tedavi
edilecegi ya da Onlenebilecegi henliz bilinmemektedir. Nefrotoksisiteden sorumlu
mekanizmanin arastirildigi birgok calisma yapilmaktadir. Ozkan ve ark. (62) ratlarda
olusturulan kolistin nefrotoksisitesinde apopitozisin rolinli ve {iziim ¢ekirdegi
ekstresinin (GSPE) antiapopitotik etki ile renal hasar1 azaltic1 etkisini aragtirmiglardir.

Ozkan ve ark.(62)’nin calismasinda plazma BUN, Cr 6lgiimlerinin  yaninda
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histopatolojik degerlendirme i¢in kaspase 1 ve 3, calpain 1, iNOS, eNOS ve TUNEL
tutulumu incelenmistir. Kolistin grubunda kaspase-3 tutulumunun kontrol grubuna gére
yiiksek oldugu, kolistin+GSPE verilen grupta bu tutulumun azaldigi gosterilmistir. Bu
bulgulara dayanarak kaspase bagimli apopitotik aktivitenin kolistin nefrotoksisitesinden

sorumlu olabilecegi bildirilmistir.

Bu calismanin birincil amaci olan kolistin nefrotoksisitesinin hangi mekanizma ile
gerceklestiginin arastirllmasinda apopitotik aktiviteyi degerlendirmek i¢in kaspase-3
tutulumu kullanilmistir. Kolistin grubunda kaspase-3 boyanma orani1 kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek bulunmustur. Bu sonug; kolistin nefrotoksisitesinde apopitozisin

etkili olabilecegini ve kaspase-3 yolaginin etkin olabilecegini gostermistir.

Ghlissi ve ark. (5)’nin yaptig1 caligmada ratlarda olusturulan kolistin nefrotoksisitesine
dogal astaxanthin ve vitamin E’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Uriner Cr ve GGT,
doku MDA, SOD, CAT, GPx ve GSH diizeyleri dlgiilmiistiir. Astaxanthin ve vitamin
E’nin bu parametreleri iyilestirdiginin goriilmesi sonucu kolistin nefrotoksisitesinin
oksidatif hasara bagli olabilecegi ve anti-oksidan ajanlarin renal hasar1 azaltabilecegi

bildirilmistir.

a2- reseptor stimilasyonu ditirez ve natriiireze neden olur. Vazopressin sekresyonunu
azaltir ve renal tiibiillere etkisini antagonize eder. Ayrica a2 —reseptor stimulasyonunun
renin salgisin1 azalttigi, atrial natriiiretik faktdr (ANF) salgisint ve GFH’y1 arttirdigi
rapor edilmistir (70,101). Hayvan ¢alismalarinda ANF’nin iskemik ve nefrotoksik akut
tiibiiler hasari; natrilireze neden olarak, azotemiyi azaltarak ve renal histolojik hasari

azaltarak, renal kan akimini ve GFH’yi artirdig: bildirilmistir (102).

Billings ve ark. (103), radyokontrast madde uygulanmasindan 6nce dexmedetomidin ve
klonidin ile tedavi edilen farelerde 24 saat sonra plazma Cr’sinde yiikselme olmadigi,
ayrica renal tiibiiler nekrozun, renal apopitozisin ve proksimal tiibiil vakuolizasyonunun
azaldig1 sonucuna varmiglardir. Si ve ark. (104)’nin yaptig1 ¢alismada rat bobreklerine
uygulanan iskemi-reperfiizyon hasarina karsi deksmedetomidinin koruyucu etkisi
arastirllmistir.  Deksmedetomidinin  antiapopitotik (JAK2/STAT3 yolu) etki ile

renoprotektif etkisi gosterilmistir.
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Bayram ve ark. (105) perkiitan nefrolitotomi yapilan hastalara intraoperatif
deksmedetomidin inflizyonu uygulaylp renal fonksiyonlar1 degerlendirmislerdir.
Deksmedetomidinin; NGAL, sistatin-c ve CrCl iizerine olumlu etkisinin oldugu
gosterilememis, fakat renin diizeylerini anlamli disiirdigi bildirilmistir. Ayni
aragtirmacilarin  kardiyak anjiografi yapilan pediatrik hastalarda yaptigi ¢ift kor
randomize ¢alismada, deksmedetomidinin renal fonksiyonlar (zerine etKisi
arastirilmistir. Deksmedetomidinin; plazma endotelin-1 ve renin artiglarini 6nledigi ve

renal hasari azaltabilecegi bildirilmistir (106).

Bu c¢alismada; kolistin nefrotoksisitesine deksmedetomidinin etkisinin arastirilmasi
amaciyla iki farkli dozda deksmedetomidin uygulanmigtir. Grup DEX10 ve grup
DEX20’de BUN ve Cr degerleri kolistin grubuna gore anlamli diigiik bulunmustur.
Proksimal tubul hasarmi gosteren ve BUN, Cr ‘e gore daha sensitif bir marker olan
KIM-1, DEX10 grubunda kolistin grubuna gore anlamli digiik bulunmustur. DEX20
grubunda ise kolistin grubuna gore KIM-1 degeri diisiik; fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Deksmedetomidin, sempatolitik etkisi ile hipotansiyon ve
bradikardi yapar. Bu etki yiksek dozlarda daha belirgindir ve renal perflizyonu bozabilir
(64). DEX20 grubunda DEX10’a gore KIM-1 degerinin daha yiiksek olmasi bu etkiye
baglanabilir. Deksmedetomidinin renoprotektif etkide ideal dozunun arastirildig: ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.

Bayram ve ark. (106)’nin ¢alismasinda deksmedetomidinin TOS/TAS=0SI (zerine
etkisi degerlendirilmis ve gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu ¢alismada
TOS degerleri hem DEX10 hem de DEX20 grubunda kolistin grubuna goére anlamli
diisiik bulunmustur. TAS degerleri karsilastirildiginda kolistin grubuna goére her iki
grupta da anlaml degisiklik goriilmemistir. Ancak DEX20 grubunda TAS degerinin;
DEX10 ve kolistin grubuna gore yiiksek olmasi, daha ylksek dozlarda uygulanacak
deksmedetomidinin daha etkili antioksidan etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Deksmedetomidinin antiapopitotik etkisinin oldugu ¢esitli caligmalarda gosterilmistir
(103,104). Literatirde deksmedetomidinin kaspase-3 boyanma aktivitesi Uzerine
etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢aligmada apopitotik
aktivite kaspase-3 tizerinden degerlendirilmistir. DEX10 ve DEX20 grubunda kaspase-3

boyanma orani kolistin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da diistik
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bulunmustur. Deksmedetomidinin apopitoz iizerine etkisinin olup olmadiginin ve hangi

yolak tizerinden etki ettiginin degerlendirildigi daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak; c¢alismamizda kolistinin nefrotoksik etkisinin oldugu ve bu etkinin
proksimal tubul disfonksiyonu ile olustugu goriilmektedir. Oksidatif hasarin ve
apopitozisin nefrotoksisitede etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Deksmedetomidinin

kolistinin neden oldugu nefrotoksisiteyi dnleyebilecegi sonucuna varilmistir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada;
1. Kolistin; BUN, Cr ve TOS degerlerini anlamli yiikseltmektedir.
2. Kolistin; KIM-1 degerinde artisa neden olmaktadir.

3. Deksmedetomidin; kolistinin neden oldugu BUN, Cr, KIM-1 ve TOS degerlerindeki

yukselmeyi anlaml diisiirmektedir.
4. Deksmedetomidin; TAS degerinde artisa neden olmaktadir.
5. Kaolistin; kaspase-3 boyanma aktivitesinde anlamli artisa neden olmaktadir.

6. Deksmedetomidin; her iki dozda da kaspase-3 boyanma aktivitesindeki artisi

onlemektedir.
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