T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI

RATLARDA iDRAR ALKALINIZASYONUNUN KOLISTINE
BAGLI NEFROTOKSISITEYi ONLEMEDEKI ETKISININ
INViVO OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Dr. Berfu KORUCU

UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmstir

ANKARA
2015



T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI

RATLARDA iDRAR ALKALINIZASYONUNUN KOLISTINE
BAGLI NEFROTOKSISITEYi ONLEMEDEKI ETKISININ
INViVO OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Dr. Berfu KORUCU

UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Yunus ERDEM

ANKARA
2015



TESEKKUR

Tezimin, bir hipotezden, bilimsel bir ¢alismaya doniismesinin her evresinde
hem somut baglamda katki veren, hem de manen destek olup glven duygumu
giiclendiren degerli hocam sayin Prof. Dr. Yunus ERDEM’e, siikran borgluyum. Bu
itibarla oncelikli tesekkiirlerimi saygideger hocama sunmayi gorev addediyorum.

Bununla birlikte, kalben ve cismen hep yanimda bulunarak en zor anlarimda
bana guc veren degerli dostum Dr. Miifide OKAY’a; ¢alismanin her asamasinda
destek veren ve yardimlarini esirgemeyen Dr. Mustafa Tugrul DEMIR’e; en 6nemli
moral kaynagim olan ve gereksinim duydugumda yardimlarini esirgemeyen sayin
Prof. Dr. Serhat UNAL ve saym Prof. Dr. Murat AKOVAya; fikrimi ilk paylastigim
insan ve ilk yol gostericim olan Uz. Dr. A. Cagkan INKAYA’ya; emegi ve
katkilariyla birlikte aym1 zamanda beni goniilden destekleyen Dr. Isik UNAL’a;
bilimsel ¢alisma fikrini hep sevgiyle ve giiler yiizle karsilayan saym Prof. Dr. Figen
KAYMAZ’a; emekleri ve ayirdiklar1 zaman i¢in saym Dog. Dr. Mert PEKCAN’a;
yakin ilgileri ve verdikleri emek icin saym Dog. Dr. M. Alper CETINKAYAya;
bana inanan ve glvenen kiymetli hocam sayin Prof. Dr. S. Giil OZ’e; ne zaman
kendilerine ihtiyacim olsa beni guler yuzle ve igtenlikle karsilayan sayin Prof. Dr.
Ulver DERICI’ye; yaptigim bilimsel c¢alismaya desteklerinden otiri TURK
HIPERTANSIYON VE BOBREK HASTALIKLARI DERNEGI’ne; calisma
glincemi sabirla dinleyen ve moral kaynagim olan anneme-babama ve sevgili dostum
E. Gamze SAGKAN’a; calismamin basindan sonuna dek manevi destek veren

meslektaglarima ve biitlin ¢alisma arkadaslarima yiirekten tesekkiir ediyorum...

Dr. Berfu KORUCU

Eyliil 2015



OZET

Kolistin, diren¢li hastane enfeksiyonlarinda kullanilan yasamsal 6nemi olan bir
antibiyotiktir. Kolistinin en 6nemli, morbidite ve mortalite sebebi olan yan etkisi
nefrotoksisitedir. Kolistin bobrek tlbdillerine toksik etki gosterir ve akut tibuler
nekroza neden olur. Kimyasal yapisi itibari ile kolistin zayif asit 6zellik gosterir. Bu
calismada, zayif asit ilaglarin toksisitesinde kullanilan idrar alkalinizasyonunun,
kolistin nefrotoksisitesindeki koruyuculugunun arastirilmasi1 hedeflendi. Sprauge
Dawley ratlar dort gruba ayrildi. Ratlar ¢cevresel olarak kontrollii ortamda barindirildi
(sicaklik 2242°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusu).Grup I’e (kontrol); yedi giin,
giinde 2 defa 0,1 cc intramuskdlersterildistile su enjekte edildi.Grup II’'ye (kolistin
grubu); gilinliik tartilarina goére 750000 IU/kg/glin, 12 saat ara ile intramuskiiler
kolistin enjeksiyonu yapildi. Grup III’in (kolistin ve bikarbonat grubu); idrar pH
duzeyini >7 yapana kadar, icme suyunun i¢inde, sodyum bikarbonat verildi. Glnlik
olarak mesane sivazlama ile elde edilen idrar, dipstick ile pH ve dansite agisindan
tahlil edildi. Grup II ile ayn1 dozda intramuskiiler kolistin enjeksiyonu yapildi. Grup
IV (kolistin ve NaCl grubu)’nun, grup III’iin ginlik dipstick idrar dansitesini
yakalayacak sekilde hidrate edildikten sonra sonra ayni dozda kolistin uygulandi.
Calisma basinda ve sonunda idrar Ornekleri alindi, ¢alisma sonunda kardiyak
ponksiyon ile kan alindiktan sonra, nekropsi yapilarak, bobrekler ¢ikarildi. Serum tire
degerinde smirda anlamli fark go6ziikmekle birlikte (p=0,046), histolojik
degerlendirme ile karsilagtirildiginda klinik olarak korele bulunmadi. Serum
kreatinin degerlerinde istatistiksel olarak alamli fark saptanmadi (p= 0,131).
Histolojik ~ olarak O (normal) -5 (nekroz) skorlanan tibiler dejenerasyon
ortalamalarina gore; Grup I skoru “0”, Grup II skoru “4,25+0,89”, Grup III skoru
“241,26”, Grup IV skoru “1,54+0,55” saptandi. Grup III ve Grup IV’te; nefrotoksik
ajana karst anlamli koruma saglandigi saptandi (p<0,001). Bikarbonat ve NaCl
gruplarinda kendi aralarinda istiinliik saptanmadi (p=0,601). Gruplardan bagimsiz
olarak idrar dansiteleri ile tiibiiler dejenerasyon skorlar1 arasinda istatistiksel
korelasyon saptandi. idrar dansitesi ne kadar diisiikse tiibiil skorunun o kadar diisiik
oldugu gorildi (p=0.001) . Kolistin nefrotoksisitesinden korumada, idrar
alkalinizasyonunun, NaCl ile hidrasyona iistiinliigii yoktur ve benzer sekilde etkindir.
Idrar dansitesindeki diisiis ile tibuler koruma korelasyon gostermektedir.

Anahtar kelimeler: kolistin, nefrotoksisite, idrar alkalinizastonu, hidrasyon, idrar
dansitesi



ABSTRACT

Colistin is a vital antibiotic that is used in drug-resistant nosocomial infections. The
most important side effect of this drug that causes severe morbidity and mortality is
nephrotoxicity. Colistin is toxic to the tubules of the kidney and it causes acute
tubular necrosis. Colistin is a weak acid. In this study, it is aimed to evauate the
possible protection of urine alkalinisation that is used in toxicities of weak acids.
Sprauge Dawley rats were divided into four groups. Rats were kept in controlled
environment (temperature 22+2°C and 12 hours light/dark cyclus). Group | (control)
were injected 0,1 cc intramuscular distilated water twice a day for seven days. Group
Il (colistin group) were injected 750000 1U/kg/day of colistin,divided into two doses,
twice a day for seven days. Group Il (colistin and bicarbonate group) were injected
same dose of colistin, after they reach urinary pH >7 by addition of bicarbonate in
their drinking water. Urine of the rats collected by bladder stroking were checked for
pH and density with dipstick each day. Group IV (colistin and NaCl group) were
injected the same dose of colistin after reaching Group III’s urine density by adding
NaCl in their drinking water. Urine samples were collected before and after the
study. After the study, blood samples were collected by cardiac punction and
necropsy was performed. Serum urea levels showed borderline statistical difference
(p=0,046) but, it was not clinically correlated when compared histopathologically.
Serum creatinine values showed no statistical difference (p=0,131). According to
tubular degeneration average scores (scored 0: normal to 5: necrosis, histologically);
Group I scored “0”, Group II scored “4,25+0,89”, Grup III scored “2+1,26”, and
Grup IV scored “1,5+0,55”. In Group III and Group IV, protection was achieved
against nephrotoxic agent (p<0,001). Bicarbonate group was not superior to NaCl
group (p=0,601). Urine densities and tubular degeneration scores were statistically
correlated independent of the groups. The lower the urine density was, the lower the
tubular score (p=0.001). Bicarbonate hydration is not superior to NaCl hydration,
and both are effective similarly. Decrease in urine density is correlated with tubular
protection.

Key words: colistin, nephrotoxicity, urine alkalinisation, hydration, urine density
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1.GIRIS

1.1. Kolistin

1.1.1. Genel Bilgiler

Polimiksinler; ilk kez 1947 yilinda, Paenibacilluspolymyxa bakterisinin
“surfaktan” komponentinden izole edilen, bir grup antibiyotiktir. Polimiksin A-E
olmak iizere bes ¢esit olup, bunlardan polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) klinik
pratikte kullanilmaktadir. Kolistin; katyonik bir polipeptid antibiyotik olup, gram
negatif bakterilerin hiicre membranindakilipopolisakkarid ve fosfolipidlere baglanir.
Membranlipidlerinin fosfat gruplar tizerindeki divalan katyonlar1 kompetatif olarak
uzaklastirir, hiicre mambran zedelenmesine yol agar, intraseliiler komponentlerin
akisina neden olur ve bakterisid etkinlik gosterir. (1,2,3)

Kolistin, 1949 yilinda kesfedilmis, ilk kez 1950’lerde Japonya ve Avrupa’da,
1959°da intravendz (IV) formu ile Amerika Birlesik Devlerleri’ndeantimikrobiyal
olarak kullanima girmistir. O donemde, gram negatif bakterilere karsi ¢ok etkin
olmas1 ve aminoglikozidlere gére daha az toksik olmasi nedeni ile tercih edilmistir.
Ancak, 1980°1li yillarin basindan itibaren, diinyanin pek c¢ok {ilkesinde yiiksek
nefrotoksisiteinsidansive alternatif pek ¢ok yeni antibiyotigin piyasaya g¢ikmasi
nedeni ile terk edilmistir (4).

Son yirmi yilda, 6zellikle Pseudomonasaeruginosa, Acinetobacterbaumannii,
ve Klebsiellapneumaniae’ y1 kapsayan multi-ila¢ direngli organizmalarin prevalansi,
tim dunyada, ¢ok yiiksek oranda artis gostermektedir (5).Bu ve bunun gibi ¢oklu
antibiyotik direnci olan virulan gram negatif bakterilere yonelik yeni antibakteriyel
ajanlarin yoklugu, klinisyenleri tekrar kolistin kullanimina yonlendirmistir. Bu
enfeksiyonlar ile miicadele etmek icin, nadir, hatta ¢ogu zaman tek segenek olan
kolistin, ilkemiz ve diinya ¢apinda yaygin kullanima girmistir.

Ilacin kullanimini en 6n planda kisitlayan nefrotoksisite; 1970 yilindan bu
yana pek cok arastirmacinin cesitli vaka serilerinde %33 ila %61 oraninda
bildirilmistir (6-13). Kritik hastalarda hayati 6nem tasiyan direngli hastane
enfeksiyonu tedavisinde, mevcut en 6nemli silah olan kolistin; bu yan etkisi ile ciddi

morbidite ve mortalite sebebi olmakta, gerek renalreplasman tedavisi uygulama ile



ve gerek hastane/yogun bakim yatis siiresini uzatmasi ile ciddi maliyete neden

olmaktadir.

1.1.2. Kimyasal yapi

Kolistin, a-amid bagi ile yag asidi zincirine bagli, katyoniksiklik bir
dekapeptiddir. Molekiiler agirligi 1750 daltondur. Kolistin molekiiliiniin amino asid
komponentleri; D-16sin, L-treonin, ve L-a-y-diaminoblitirik asitten olusmaktadir. L-
a-y-diaminobiitirik asit, yag asidi rezidiisiine baglidir. pKa degeri ~10 olup, zayif asit
Ozellik gostermektedir.

Kolistinin iki formu bulunmaktadir; kolistin siilfat ve kolistinmetansiilfonat
(CMS; diger isimleri ile; kolistimetat sodyum, pentasodyumkolistimetansulfonat).
CMS; kolistinin, formaldehit ve sodyum bisulfat ile reaksiyonu sonucu, primer
aminlerine sulfometil grubu eklenmesi ile olusur. (14) CMS inaktif bir 6nilag¢ olup,
invivo olarak, bakterisidal etkin form olan kolsitine d0niisiir. (14,15). Kolistin siilfat;
tablet ve surup formu ile gastrointestinal dekontaminasyon i¢in kullanilir. Higbir
formun gastrointestinal emilimi s6z konusu degildir. Kolistimetat sodyumun;
parenteral formu, intravendz, intramuskiler uygulama ve flakon formu nebulizasyon

ile uygulama i¢in pazarda bulunmaktadir (4).

1.1.3. Etki mekanizmasi

Kolistinin antimikrobiyal etkisinin hedefi hiicre membranidir. Bakteri
mambrani ile baglangictaki etkilesim; anyonik bakteri membran lipopolisakkaridleri
(LPS) ile katyonik polipeptid kolistin arasinda olur. Kolistin, normalde negatif yiiklii
membran LPS’lerini stabilize eden kalsiyum (Ca*?) ve magnezyumu (Mg*?)
uzaklastirir ve dis membran yapisini bozar. Bu siirecin sonucu ise, hiicre zarmin
gecirgenliginin artmasi, hiicre komponentlerinin disar1 sizmasi, nihayet hiicrenin
6liimii olmaktadir.

Direkt antibakteriyel etkinliginin yanisira, kolistin ayn1 zamanda potent bir
anti-endotoksin aktivitesine sahiptir. Gram negatif bakterilerin endotoksini LPS
molekiillerinin Lipid A porsiyonudur. Kolistin LPS’lere baglanarak, notralize eder.

Ancak, bu etkinin, septik sok olusumunu 6nlemede invivo yansimasi net degildir,



clinkii LPS’ler hizlica LPS-baglayic1 proteinlere (LBP) baglanir, bu kompleks de,

hizlica CD14 yilizey reseptdriine baglanir ve etkisi sonlanir (4).

1.1.4. Nefrotoksisite mekanizmasi

Son yillarda yapilan histokimyasal c¢alismalarda; nefrotoksisite, kolistinin
kimyasal yapisi ile iliskilendirilmistir. Kolistin molekiilii, D-aminoasit ve yag asidi
komponentleri icermektedir (4). Gram negatif bakteri membraninda gergeklesen
deterjan etkisi, bobrek tbll hucrelerinde de olmakta; tibil hicrelerinin katyon,
anyon ve su gecirgenligi arttirmakta, nihayet, tiibiil hiicresinde sisme, lizis ve
apopitoz gerceklesmektedir. Neticede Kkolitsin maruziyeti; renal fonksiyon kaybini,

akut tiibiiler nekroz ile gergeklestirmektedir. (16)

1.2. Akut Bobrek Hasar

1.2.1. Tanim

Akut bobrek hasart (ABH), iire ve diger nitrojenli artik iiriinlerin
retansiyonuna, ekstraseliilervoliim ve elektrolitlerde regiilasyon bozukluguna neden
olan, ani bobrek fonksiyon kaybidir. ABH, artik yaygin olarak akut bobrek
yetmezIligi teriminin yerini almistir. Bu tanim, organin yetmezligine varmadan
onceki, morbidite ve mortalite nedeni olan, genis hastalik spektrumunu da
icermektedir. Akut bobrek yetmezligi terimi ise, renal replasman tedavisi gerektiren
ABH ig¢in kullanilmaktadir.

ABH icin cok cesitli fikir birligi tanimlamalar olusturulmustur. 2004’te,
Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) grubu, “RIFLE” (Risk, Injury, Failure,
Loss, End stage kidney disease) kriteri isimli, bir konsensus ve kanita dayali tedavi
kilavuzu sunmuslardir (16). Ardindan, RIFLEkriterinin bir modifikasyonu, ADQI
grubunu da iceren, Acute Kidney Injury Network (AKIN) tarafindan sunulmustur
(18-20). En yakinda da, RIFLE ve AKIN tanimlarini harmonize eden bir modifiye
tanim, Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) tarafindan
yaymlanmistir (21).



1.2.2. RIFLE kriteri

RIFLE’a gore ABH; serum kreatininde yedi giin i¢inde bazal degerine gore
%50 artis olarak tanimlanir. RIFLE kriteri, bes farkli seviyede bobrek hasarini
icermektedir. Bunlar; serum kreatinin artis1 ve idrar ¢ikimi 6l¢iimii ile tanimlanan;
risk, hasar, yetmezlik ve iki nihai sonug¢ olan; bobrek fonksiyonunda kayip ve son
donem bobrek yetmezligidir (SDBY) (17).

RIFLE kriteri asagidaki gibidir:

Risk (Risk) : serum kreatininindel.5 kat artis veya glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFR) %25 azalma veya alt1 saat siiresince idrar ¢ikiminin saatte <0.5
mlL/kg’dan az olmasi

Injury (Hasar) : serum kreatininde 2 kat artis veya glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFR) %50 azalma veya on iki saat siiresince idrar ¢ikiminin saatte
<0.5mL/kg’dan az olmasi

Failure (Yetmezlik) : serum kreatininde 3 kat artis veya glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFR) %75 azalma veya yirmi dort saat siiresince idrar ¢ikiminin saatte
<0.3mL/kg’dan az olmasi veya on iki saat boyunca anuri

Loss (Kayip) : dort hafta veya daha fazla siire bobrek fonksiyonlarinin tam
kayb1 (0r. Renal replasman tedavisi gereksinimi)

End stage kidney disease (Son donem bobrek yetmezligi) : ii¢ ay veya daha
fazla siire bobrek fonksiyonlarinin tam kaybi (6r. Renal replasman tedavisi
gereksinimi)

RIFLE kriteri pek ¢ok calismada prognoz ile korele bulunmustur. Ornek
olarak, on U¢ farkli calismanin sistematik bir meta-analizinde, RIFLE Kkriterlerini
karsilayan hastalarin basamakli olarak mortalite i¢in relatif riskli oldugu gortilmiistiir
(22). ABH olmayan hastalar ile karsilastirlldiginda, “risk”, “hasar” ve “kayip”
kriterlerini karsilayan hastalarin rolatif mortalite risklerinde, sirasiyla 2.4 (CI 1.94-
2.97), 4.15 (CI 3.14-5.48) ve 6.37 (Cl 5.14-7.9) kat artis oldugu goriilmiistiir. RIFLE
kriterindeki kreatinin artisina gore hesaplanan mortalite risk artisi, idrar ¢ikimina
gore hesaplanan ile korele bulunmamastir.

Diger taraftan, GFR gibi serum kreatininin sabit degere ulasmadiginda, sinirh
Olclim olanag1 olan ve yetersiz degere sahip olan bir kriter, AKIN ve KDIGO

klasifikasyon sistemlerine alinmamagtir.



1.2.3. AKIN kriteri

RIFLE  kriterinin  bir modifikasyonu, 2007°de AKIN tarafindan
gelistirilmistir. AKIN tarafindan ABH; 48 saat gibi kisa siirede bazal kreatinin
degerinde > 0.3 mg/dL yiikselis veya bazal degerine gore kreatininde %50 artis veya
alt1 saat ya da daha uzun siire idrar ¢ikiminin saatte <0.5 mL/kg oldugu durum olarak
tanimlanmistir. Son iki tamim, RIFLE’daki “risk” kategorisine uymaktadir.
Kreatinindeki 0.3 mg/dL artis ise; serum kreatinin konsantrasyonudaki 0.3 ila 0.5
mg/dL  kadar kiigiik bir artisin, %80 mortalite artis1 ile iliskilendirildigi
epidemiyolojik datadan kaynaklanmaktadir (23). Tanima 48 saat gibi bir siirenin
eklenmesi ise, az miktarda olan kretinin yiikselisinin, 24 ila 48 saat i¢inde olmasinin
daha kotii sonuglarla iligkili oldugunu gosteren datadan kaynaklanmistir (24,25). Bu
siire RIFLE’da gegen yedi giin kriterine gore farklilik gostermektedir.

AKIN grubu, iki durumun altin1 ¢izmektedir. Birincisi, tanisal kriterlerin
ancak voliim durumu stabilize olduktan sonra ortaya konmasi; ilincisi ise, oligliri bir
kriter olarak kullanilacaksa, postrenal obstriiktif sebeplerin hizlica degerlendirilmesi
gerektigidir.

AKIN grubu evreleme sistemi; RIFLE’1n ilk {i¢ kriteri ile karsilagtirilabilir.
Ancak, RIFLE’da “kayip” ve “SDBY” olarak tanimlanan son iki kriter, evre degil,
netice olarak tanimlanmaktadir. AKIN gruba gére ABH evreleri asagidaki gibidir:

Evre I: serum kreatininde bazal degere gore 0.3 mg/dL veya %50 ve (izerinde
art1s

Evre II: serum kreatininde bazal degere gore %100 ve lizerinde artis

Evre III: serum kreatininde bazal degere gore %200 ve lizeri artis

AKIN grubunun RIFLE modifikasyonu, belirgin bir sekilde hastalarin
evrelemesinde degisliklik yaratmadigi gibi, hastane mortalitesi belirlemede de ek

katki saglamamustir (26).

1.2.4. RIFLE ve AKIN i¢in KDIGO modifikasyonu

KDIGO, 2012°de, ABH icin klinik kilavuz sunarken, AKIN evreleme
sistemini korumus, ancak ABH tanimini revize etmistir (21). KDIGO klavuzunda;

bazal degere gore 0.3 mg/dL’lik kreatinin yiikselisi i¢in zaman araligit AKIN grupta



oldugu gibi 48 saat olarak korunmus, ancak bazal degere gore kreatinindeki %50
artis i¢in zaman aralig1 RIFLE kriterinde belirtildigi gibi 7 giin olarak tanimlanmustir.
KDIGO’ya gore ABH asagidaki durumlardan biri olarak tanimlanir:
e Serum kreatininde 48 saat icinde 0.3 mg/dL veya daha fazla artig
e Serum kreatininde 7 giin i¢inde oldugu bilinen veya tahmin edilen 1.5 katlik
art1s

e Idrar voliimiiniin alt: saat ya da daha fazla siire saatte <0.5mL/kg olmasi

KDIGO klavuzu da ¢ocuk hastalar hari¢ olmak iizere, GFR’yi bir kriter
olarak kullanmaz.

KDIGO klavuzunda ABH evrelemesi asagidaki gibidir:

Evre I: serum kreatininin bazal degerine gore 1.5 ila 1.9 kat artis1 veya >0.3
mg/dL artis1 veya 6 ila 12 saat idrar ¢ikiminin saatte <0.5 mL/kg olmasi

Evre II: serum kreatininin bazal degerine gore 2 ila 2.9 kat artis1 veya 12 saat
veya daha uzun siire idrar ¢ikiminin saatte <0.5 mL/kg olmasi

Evre III: serum kreatininin bazal degerine gore 3 kat artis1 veya serum
kreatininin >4 mg/dL’ye yiikselmesi veya 24 saat veya daha uzun siire idrar

¢cikiminin saatte <0.3mL/kg olmasi veya 12 saat veya daha uzun siiren aniiri

1.3. Akut Tubduler Nekroz

1.3.1. Tanim

Akut tlbdler nekroz (ATN) , akut bobrek hasarinin en sik renal nedeni olup,
tim akut bobrek hasari nedenlerinde ise ikinci sirada gelmektedir. Akut bobrek
hasari, kan iire ve kreatininde akut elevasyon ile manifeste olan, giinler ve haftalar
icinde gelisen, ani bobrek fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir.

Akut bobrek hasar1 ii¢ gruba ayrilir: prerenal, renal (intrinsik) ve postrenal.
Prerenal akut bobrek hasari, normal fonksiyone bobregin hipoperfiizyonu neticesini
tanimlarken; postrenal bobrek hasar1 yine baslangicta normal fonksiyone bobrek
varliginda tiriner trakt obstriiksiyonunu tanimlar.

ATN’nin en sik nedeni uzamis hipoperfiizyon olmakla birlikte; ikinci en sok

nedeni nefrotoksik ajanlardir. ATN’nin klinigi, iyi tanimlanmig ii¢ fazdan olusur:



baslangig, idame ve iyilesme. Baglangic fazi serum iire ve kreatininde hizli yiikselme
ile karakterizedir. Idame fazinda, glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) ciddi bozulma
mevcuttur, etyolojik faktdre gore genel olarak bir ila iki hafta kadar siirer. lyilesme
fazinda ise, tiibililer fonksiyon geriye donmeye baslar, tipik olarak politirik bir yanit
olusur. Bu sathada serum iire ve kreatininde diisme, hatta cogu vakada bazal
seviyeye inme gozlenir.

Toksik nedenlere bagli ATN’de tiibiil hiicre hasar1 multifaktoriyel
mekanizmalar ile gergeklesir. Bunlar; direkt toksinin hiicresel hasari, intrarenal
vazokonstriiksiyon ve intratibller obstriiksiyondur. Toksisite yapan ajana gore bu

komponentlerin ¢esitli kombinasyonlar1 hasara neden olur.

1.3.2. Morbidite ve mortalite

Yogun bakim {iinitesinde izlenen ve hemodiyaliz ihtiyaci gosteren ATN
vakalarinda mortalite %40-60 arasinda degismektedir. (27-35)

Yogun bakimda yatmayan hastalarda ve daha az ciddi diizeyde ATN olan
hastalarda mortalite oranlar1 daha diisiik olup; %15-30 arasinda bildirilmistir. (36)

1.4. Zayif Asitler — Iyonlasma Sabiti

Asitler, proton vericisi (dondrii) olarak tanimlanan, yliksek konsantrasyonda
proton (H") iyonu igeren sulu ¢ozeltilerdir. Asit ve bazlarin, her birinin, suda
¢ozlindiiklerinde iyonize oluslar1 farklidir. Buna gore; zayif — kuvvetli asit ya da
zayif — kuvvetli baz tanimi yapilir. Suda ¢dziindiiklerinde az miktarda iyonize olan
asitler zayif asitlerdir.

Fizyolojik pH’da pek ¢ok ila¢ kismi ¢dziinmiis halde bulunur. Iyonizasyon
(asit dissosiasyonu) sabiti, Ka ile ifade edilirve ¢oziindiigli ortanca pH’1 ifade eder.
Iyonizasyon (disosiasyon) sabiti, negatif algotitmalari ile ifade edilir (pKa). Asit ne
kadar kuvvetli ise pKa’s1 o kadar kiiclik; asit ne kadar zayif ise, pKa’s1 o kadar
yiiksektir. pKa degeri ve ilacin total iyonize formu arasindaki iliski Handerson-
Hasselbalch denklemi ile belirlenir. pH=pKa oldugunda; ilacin iyonize ve non-
iyonize formlari esittir.

Hiicre membranlari, yagda ¢ézlinen maddelere ve iyonize forma gore non-

iyonize forma daha gecirgendir. Renal tibuler limenden geriye diffiizyon, ilag



maksimal iyonize iken en disiiktiir. Zayif asit bir ilacin iyonizasyonu, alkali ortamda
arttirilabildiginden, idrar pH manipiilasyonu ile renal ekskresyonu arttirilabilir.
Asidik bir ilag i¢in; pH 7.4°¢ gore, pH 8’deki iyonizasyonu daha yliksektir. Bu
nedenle bir zayif asidin bobrekten atilimi, alkali idrarda daha fazla olmaktadir.

pKa, logaritmik bir fonksiyon oldugundan, teorik olarak, idrar pH’indaki
kiiclik bir oynama,ozellikle pKa degeri kan pH’1na yakin olan ilaglarin klirensinde,
orantisiz olarak ¢ok daha biiyiik bir etki yaratabilir. Glomertler filtrasyonun sabit
kaldig1 varsayilirsa, idrar pH’indaki her bir birim degisiklik, klirensi on kat
arttirabilir. Bu 6zellikle kolistin gibi degismeden tamamen idrardan atilan ilaclar i¢in

onemlidir.

1.5. Sodyum Bikarbonat

1.5.1. Genel Bilgiler

Sodyum bikarbonat (sodyum hidrojen karbonat), formili NaHCOs olan
kimyasal bir maddedir. Dogada natiirel mineral formda bulunur. Amfoterik bir
molekdlddr; hem asit hem alkali 6zellik gosterebilir. Sulu ¢ozeltisi karbonik asit ve

hidroksid iyonlarini olusturmasi nedeni ile hafif alkalidir.

HCOz + H20 - H2CO3 + OH"

Sodyum bikarbonat ve bir asit maddenin reaksiyonundan, bir tuz ve karbonik

asit meydana gelir. Karbonik asit de, hizla su ve karbon diokside dekomprese olur.

(6r: hidroklorik asit; HCI)

NaHCO3 + HCI = NaCl + H2COs
H2CO3~> H20 + CO2 (gaz)

Organizmada asit-baz tamponlamasi iginin biiyiilk kismi, tiim hiicrelerde
bulunan karbonik anhidraz enziminin fonksiyonu ile gerceklesmektedir.

Karbonndioksid ve suyu hizla reversibl olarak bikarbonat ve protonlara gevirir.



Sodyum bikarbonat, oral ve parenteral formlarda mevcut olup, klinikte gok
cesitli endikasyonlarla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar; metabolik asidoz
tedavisi, zayif asit ilaglarin intoksikasyon tedavisi, dispepsi tedavisi, nefrotoksik
ajanlarin etkilerinin notralize edilmesi, asit natiirlii {iriner taslarin rekiirrensinin

Onlenmesi, timor lizis sendromunda destek tedavisi olarak siralanabilir.

1.5.2. idrar alkalinizasyonu

Sodyum bikarbonat destegi ile nefroproteksiyon; intravendz kontrast madde,
yiiksek doz metotreksat kullanimi gibi endikasyonlarda giivenle kullanilmaktadir.
Alkalinizasyonun, oksijen radikali hasraindan koruma potansiyeli nedeni ile, kontrast
nefropatisini 6nlemede, bikarbonat infiizyonunun, yaliz salin inflizyonuna tstiinligii
pek c¢ok randomize kontrollii calisma ve meta-analizde degerlendirilmistir. Bu
calismalarin pek ¢ogunda bikarbonat infiizyonu ile anlamli olarak daha diisiik oranda
kontrast madde nefrotoksisitesine rastlanmistir (37-41).

Yine; zayif asit ilaglarla olan zehirlenmelerde, bu molekillerin idrar
eliminasyonunu arttirmak igin idrar alkalinizasyonu kullanilmaktadir. Bu molekuller;
2,4-D-klorfenoksiasetik  asit, klorpropamid, salisilatlar, diflunisal, fluorid,
metotreksat, barbituratlar (0zellikle fenobarbital), sulfonamidler olarak siralanabilir
(41-46). Bununla birlikte; idrar alkalinizasyonu, iirik asit ve sistin taglarin1 6nlemek
icin de eskiden beri giivenle kullanilmaktadir (47-49).

Pek cok merkezde kabul goren bir protokol, bu ilaclardan 6zellikle
metotreksat i¢cin mevcuttur. Yiiksek doz metotreksat kullaniminda, ilacin bobrek
tiibiiliislerinde presipite olarak, ditekt tiibiiler toksisite yaptigr bilinmektedir.
Metotreksatin iki major metaboliti asit pH’da ¢ok az ¢6ziinmektedir. Buna dayanarak
yapilan ¢alismalarda, ilag maruziyeti 6ncesi idrar pH min >7 ve lizeri tutulmasinin
tiibiiler toksisite insidansinda belirgin azalma yaptigi gosterilmis, onkoloji pratiginde
yaygin kullanima girmistir (50,51). Givenli bir nefroproteksiyon protokolinin
kolistin kullaniminda da gelistirilmesi, onemli morbidite ve mortalite etkenini

ortadan kaldirmanin temel tas1 olacaktir.
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1.6. Kolistin Nefrotoksisitesinin Onlenmesi Amach Yapilan Cahsmalar

Son yillarda yapilan hayvan c¢alismalarinda bu nefrotoksisitenin nasil
onlenebilecegi arastirilmistir. Kolistin maruziyetinin yarattigi doz bagimli yan
etkiozelliklerat caligmalarinda iyi tamimlanmis olup; toksisiteye Onlem amagh
megalin, astaksatin, vitamin E ve askorbik asit gibi molekiiller calisilmistir (52-54).

Takahiro ve arkadaslar1 (52); kolistinin tiibliler geri aliminin, olasilikla
megalin isimli biliyik membran endositik reseptorii tarafindan gerceklestigini
ongormiislerdir. Bu reseptdriin diger ligandlarini (sitokrom c, kolsisin vb.) kolistin ile
uygulamanin kompetatif olarak, tlibil geri alimini inhibe edebileceginden yola
cikarak yaptiklar1 c¢alismada; ratlarda daha azalbuminiiri ve daha az idrarda NAG
atilimi oldugunu gostermislerdir.

Zohra Ghlissi ve arkadaslar1 (54); yine rat modelinde 300.000 ve 450.000
IU/kg/glin dozlar1 ile olusturduklart nefrotoksisite iizerinde, astaksantin ve E
vitamininin antioksidan etkilerini aragtirmislardir. Diisiik doz kolistin ile yalniz
histopatolojik degisiklikler izlenmis olup, antioksidanlardan tama yakin fayda
saglanabilecegi saptanmis olup; yiiksek doz verilen ratlarda olusan histopatolojik
degisikliklerde yalniz parsiyel diizelme saglayabimislerdir.

Yousef ve arkadaglart; rat modelinde kiimiilatif 36.5 mg/kg kolistin dozu ile
olusturulmus nefrotoksisitenin, 200 mg/kg askorbik asit ile Onemli seviyede
azaltilabilecegini gOstermistir. Yine ayni yazarlar baska bir ¢alismada melatonin
kullanmanin da kolistin toksisitesini azaltacagini gostermislerdir.

Bu calismalarda kullanilan maddeler klinik kullannmdan uzak olup, daha

gercekci koruma yontemleri ile ilgili ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2. AMACLAR VE RAT CALISMA MODELI

Kolistinin yeniden kinik kullanimda Onem kazanmas1 ile birlikte,
arastirmacilar, son on yilda ilacin toksisite mekanizmalari ve Onlenmesi iizerinde
durmaktadirlar. Ozellikle rat modelinde calismalar yogunlasmis olup, literatiirde
genis veri tabant mevcuttur. (55-58)

Bu caligmada; rat modelinde idrar alkalinizasyonuile, zayif bir asit olan
kolistinin idrardaki ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi ve nefrotoksisitesinin dnlenmesideki
etkisinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Ratlarda kolistin plazma proteinlerine %55 oraninda, insanlarda ise %15
oraninda baglanmaktadir (4). insanda normal bdbrek fonksiyonu ile tercih edilen
terapotik doz 150.000 1U/kg/gun olmakla beraber; rat modelinde benzer toksisite
yaratmak i¢in 300.000, 450.000 IU/kg/gun (55) ve 750.000 IU/kg/giin dozlari
kullanilmistir (56). Rat modelinde nefrotoksisite saptanmasinda, beseri olarak
kullanilan serum kreatininin kullaniminin sinirli olmasindan &tiirli, ¢alismalarda
oncelikli olarak; histopatoloji, idrar ve serum oOrneklerinden saptanan duyarli
proteinlerden yararlanilmaktadir. Bu proteinlerden en yaygin kullanilanlar; idrar n-
asetilglukozaminidaz (NAGase) ve serum kidney injury molecule-1 (KIM-1)’dir (55-
59).

Rodentlerde farkli endikasyonlar ile idrar alklinizasyonu endikasyonu
mevcuttur. En yaygin kullanim alani iirik asit tasi Onlenmesidir (57). Ayrica
literatiirde ratlarda sodyum bikarbonat ile idrar alkalinizasyonu; kontrast nefropatisi,
doksorubisin toksisitesi, laktik asidoz tedavisi amaci ile de kullanilmistir (58,59). Bu

calismada; benzer bir model, kolistin nefrotoksisitesini 6nlemek i¢in kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvar Kosullari, Cahiyma Plan1 ve Materyalin Toplanmasi

Sprague Dawley ratlar; Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Laboratuvari’ndan saglandi. Ratlar c¢evresel olarak kontrollii ortamda barindirildi
(sicaklik 22+2°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusu). Hayvanlar, dort gruba ayrilarak,
her grup standartlara uygun ayri kafeslerde tutuldu. Tum ratlarin serbest su ve
yiyecek erisiminde olmasi saglandi. Besin olarak, hijyenik, standartlara uygun tam
besin igerikli laboratuar yemi kullanildi.

Calismada kullanilacak kolistin preparati “Colimycin 150 mg ILM./L.V.
flakon” ; 6 cc sterildistile su ile ¢oziilerek hazirlandi. Flakon igeriginde 4.500.000 TU
kolistine esdeger kolistimetat sodyum mevcut olup, serumda kendiliginden aktif
form kolistine doniismektedir.

Grup I’e (kontrol); gunde 2 defa 0,1 cc intramuskulersterildistile su enjekte
edildi.

Grup II’ye (kolistin grubu); giinliik tartilarina gére 750000 IU/kg/giin, 12 saat
ara ile iki boliinmiis dozda intramuskiiler kolistin enjeksiyonu (hayvanin her 100 gr
tartist i¢in; 0,05 cc/100 mg/ doz ¢ozelti intramuskiiler) yapildi. Bu doz; rat tizerinde
kolistin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda kullanilan en yiiksek tolere
edilebilir dozdur. (4,5)

Grup IIT’iin (kolistin ve bikarbonat grubu); idrar pH diizeyini >7 yapana
kadar, rat icin bilinen toksik dozlarmn altinda kalan seviyeler goz oniine alinarak (rat
icin akut oral sodyum bikarbonat LD50:4000 mg/kg) icme suyunun iginde, sodyum
bikarbonat verildi. Igme suyunun sodyum bikarbonat derisimi daha &nce ratlarda
idrar alkalinizasyonu icin basari ile kullanilmis olan dozda belirlenmistir(6). Bu doz;
0.15 mol/L (12,6 mg/L) olup; ratlarin giinlikk su ihtiyaci (30 - 50 cc) gdz 6nine
alininca toplamda maksimum 630 mg/giin sodyum bikarbonata esittir. Giinliik olarak
mesane sivazlama ile elde edilen idrar, Roche Combur 10 Test ® marka dipstickile
hayvan baginda pH ve dansite acisindan tahlil edildi. idrar pH 11 alkali yapip; uygun
sodyum bikarbonat derisimi yakalandi ve idame ettirildi. Bu gruptaki hayvanlara,
idrar pH’1> 7 olduktan sonra, glnlik tartilarina gére Grup II ile aym dozda

intramuskiiler kolistin enjeksiyonu yapildi. Hayvanlarin ayrica giinliik idrar dansitesi
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oOl¢iildii, sodyum bikarbonat tiiketimine sekonder hidrasyonlarini yaklasik iki kat
arttirdiklar1 ve idrar dansitelerini 1005-1010 civarina disiirdiikleri gézlendi.

Grup IV (kolistin ve NaCl grubu)’nun, grup III’tin glinliik dipstick idrar
dansitesini yakalayacak sekilde hidrate olmasi1 hedeflendi. Bu amagla i¢gme sularina
NaCl eklendi. Baslangi¢ olarak 12,6 mg/L NaCl kullanildi, idrar dansiteleri 1005-
1010 aras1 olacak sekilde giinlik doz ayarlamas1 yapildi. Ratlarin idrar dansiteleri
hedefe ulastiktan sonra giinliik tartilarina gore Grup II ve Grup III ile ayn1 dozda
gunde iki defa intramuskdiler kolistin uygulandi. (Sekil 3.1)

Grup | (n=4) Grup Il (n=8)
“Kontrol grubu” “Kolistin grubu”
7 giin, 12 saat aralik ile 7 giin, 12 saat aralik ile intramuskuler
intramuskuler distile su enjelsiyonu. | 750.000 1U/kg/glin kolistin enjeksiyonu.
Grup 111 (n=6) Grup IV (n=6)

%
[

GO

006
20

oD

“Kolistin ve bikarbonat grubu” “Kolistin ve NaCl grubu”
Idrar pH> 7 olduktan sonra; Idrar dansiteleri grup II’ye benzer (1005-
7 giin, 12 saat aralik ile 1010) olduktan sonra;
intramuskuler 750.000 1U/kg/gin 7 giin, 12 saat aralik ile intramuskuler
kolistin enjeksiyonu. 750.000 1U/kg/gin kolistin enjeksiyonu.

Sekil. 3.1.Calisma gruplari
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Tiim ratlerin idrar pH’lar1 ve dansiteleri giinliik olarak degerlendirilip, grup
[II’lin idrarmin idame sodyum bikarbonat verilerek siirekli alkali tutulmasi, grup
IV’in de grup III ile benzer dansitede tutulmasi hedeflendi. Tiim ratlarin gunlik su
tiketimleri 6l¢iilii suluk yardimi ile takip edildi.

Yedi ginluk kolistin enjeksiyonunu tamamlayan (14 doz) hayvanlara, uzman
veteriner hekim esliginde, inhaler sevofluran uygulanarak, tam anestezi saglandi.
Kalp ponksiyonu ile kan 6rneklemesi yapildi. Serum 6rnekleri 3000 devir/dakika, 10
dakika santrifiij edilerek; slipernatantlar1 +4°C’ de maksimum 24 saat olacak sekilde
muhafaza edildi.

Ratlarin idrar ve serum oOrneklerinin bir kismu ileride olasi ¢alismalarda

kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

3.2. Bobrek Praparatlarimin Hazirlanmasi ve Histopatolojik inceleme

Otenazi sonrasi histopatolojik inceleme yapilmak iizere deney hayvanlarinin
bobrekleri ¢ikartildi, uygun taze kesiler yapilarak, %10 luk tamponlu formaline
aktarildi. Formalinde 48 saat siire ile tespit edildi.Doku takibi sonrasi onekler
parafine gomiildii. 3 mikrometre kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler deparafinize
edildi. Hematoksilen eosin boyama uygulandi. Bobrek kesitleri 151k mikroskobu
(Leica DM 6000B trinokuler upright arastirma mikroskobu) ile incelendi. DC 490
renkli digital kamera ile gorintuler elde edildi. Tubtler dejenerasyon;Tibdler
dejenerasyon Tablo-A’daki skorlama sistemi kullanilarak 0 ila 5 arasinda
derecelendirildi. Bu skorlama igin Keirstead ve arkadaslarinin daha 6nce kolistin

nefrotoksisitesini arastiran rat calismasinda 6nerdikleri sinirlar referans alindi (57).
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Tablo 3.1.Tlbller dejenerasyon skorlama sistemi, Keirstead ve ark.

Skor | Tubdler Histolojik Bulgular
Dejenerasyon
Derecesi
0 Normal Normal yapida bobrek tiibiil epitel hiicreleri
1 Minimal Pfe_lrlak eozinofilik sitoplazma, piknotik nukleus igeren
hlcreler
. Tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreler ve protein silendirler,
2 Hafif . N . y
piknotik nikleus iceren hiicreler
3 Orta Piknotik nikleusu olan, 2-3 dejenere hiicreden olusan
kiimeler ve protein silendirler
Dejenere hiicrelerin olusturdugu biiyiik kiimeler ve
4 [limh kordonlar, kromatinin tamamen kaybu, bir¢ok tiibiiliin

etkilendigi hasar

Tiibiillerin cogu dejenere hiicre kordonlar: tarafindan

5 Belirgin- Ag . . .
g &t etkilenmis ya da biitiin tiibiillerde dejenerasyon

3.3.Serum Ure ve Kreatinin Calismasi

Uygun kosullarda muhafaza edilen serum orneklerinden, Kreatinin ve (re
degeri, 24 saat icinde; Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez
Laboratuari’nda calisildi. Ure ve kreatinin 6lgiimii icin Erba Mannheim® marka

enstriimanlar ve yine Erba Mannheim Crea 275 ve Urea 275® reaktifleri kullanildi.

3.4.Glc Analizi

Bu calismada, grup ic¢i varyasyon katsayilarinin yaklasik %10 oldugu,
calisma parametrelerinde iki grup arasindaki en az %20'lik bir farkin (6rnegin
kreatinin icin 0.02mg/dL'lik bir fark) istatistiksel olarak anlamli diizeyde
gosterilmesinin hedeflendigi diizende, %90 giig, %5 tip-1 hata ile her grupta en az 6
ratin sonuglarinin analize alinmasi gerektigi hesaplandi. Her grupta 6, kontrol
grubunda 4, toplam 22; olas1 kayiplar géz oniine alinarak toplam 24 ratin ¢alismada

kullanilmasi hedeflendi.
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3.5. istatistiksel Analiz

Calismanin sayisal verileri ortalama ve standart sapma; kategorik veriler,
frekans ve ylizde ile gosterildi. Calisma gruplar arasinda yapilan istatistiksel
karsilastirmalarda ikiden fazla bagimsiz grup arasi analizler Kruskall-Wallis, iki grup
arasindaki analizler ise Mann-Whitney U ile gergeklestirildi. Post-hoc analizler igin
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Calismanin analizlerinin anlamlilik sinir1 0,05

olarak kabul edildi.

3.6.Etik Kurul Onay1

Calismaya ait etik kurul onayr; 10.03.2015 tarihli Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurul toplantisindan, 2015/23-02 karar numarasi ile

alinmustir.



4. BULGULAR

4.1.Serum iire ve kreatinin degerleri
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Yedi giinlik calisma sonunda histopatolojik degerlendirmeye ek olarak

hayvanlarin kardiyak ponksiyonu ile elde edilen kan 6rneklerinden, serum (re ve

kreatinin degerleri ¢alisldi. Ure ve kreatinin degerleri Tablo4.2’de sunulmustur.

Tablo4.2.Serum iire ve kreatinin degerleri

Rat Ure (mg/dL) Ure Ort+SS* Pdegeri | Kreatinin (mg/dL) Kre atinin Ort+SS Pdegeri
1 48,40 0.72
Grlu” ? 2% 40,55:6,24 o7 0,68+0,08
3 33,70 0,62
4 38,10 0,60
1 40,10 0,64
2 41,60 0,54
3 48,70 0,55
Glr:’p : i 62,11+42,69 0% 0,68+0,33
5 166,80 1,50
6 45,00 0,53
7 47,60 0,56
8 59,10 0,62
0,046 0,131
1 45,40 0,57
2 41,70 0,68
Glrllfp ° o 62,3+16,28 0o 0,56+0,08
4 79,60 0,58
5 58,90 0,54
6 70,50 0,42
1 42,50 0,43
2 42,40 152
Glr\‘/’p ° 10560 120,94+54,17 ikl 1,06£0,65
4 144,60 2,15
5 164,60 0,92
6 87,40 0,57

Grup | (kontrol grubu)

Grup Il (Kolistin grubu)

Grup 11 (Kolistin ve bikarbonat grubu)
Grup IV (Kolistin ve NaCl grubu)
*Ort£SS: ortalama ve standart sapma




18

Gruplar arast kreatinin degerleri anlamli farklilik olusturmazken, iire
degerinde sinirda farklilik saptanmistir. Ancak, {ire sonuglari tiibiiler hasar skoru ile
karsilastirildiginda klinik korelasyon gostememektedir. Agir tiibiil hasar1 gdsteren
Grup II'ln iire degerleri, hafif hasar tespit edilen Grup III ve IV’e gore diisiik olarak

saptanmistir.

4.2. Histopatolojik Inceleme

24 ratin ¢ikarilan bobreklerinden hazirlanan 6rnekler 151k mikroskopi ile
degerlendirildi. Tlbdler dejenerasyon Tablo 3.1°deki skorlama sistemi kullanilarak O
ila 5 arasinda derecelendirildi.

4 rattan olusan 1. gruba ait bobrek materyalinde normal yapida tiibiilepitel
hicreleri izlenirken; vakuolizasyon, silendir, nekroz intersitisyel 6dem veya
infiltrasyon gozlenmedi. 4 biyopsi “0.derece” olarak skorlandi (random iki farkli

preparat 6rneginden; Resim 4.1,4.2).

Resim 4.1.Normal yapida tiibtilepitel hiicreleri. Renal korteks x40 objektif H&E
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Resim 4.2 .Normal yapida tiibiilepitel hiicreleri,renal korteksx40 objektif H&E

2. gruba ait 8 biyopsi materyalinde orta- agir (3-5 derece) arasinda degisen
oranlarda tiibililerdejenerasyon izlendi.Liimene dokiilmiis tiibiilepitel hiicreleri,yer yer
epitelde incelme, tiibiil limenlerinde genisleme, vakuolizasyon, silendir varligi,
damarlarda konjesyon bulgulari, yer yer tiibiilepitelinde bazal membrandan ayrisma,

nekroz , piknotiknikleuslar , interstisyel ddem izlendi ( Resim4.3-9).
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Resim4.3. Tubul limeninde silendir, epitelde incelme, bobrek materyali x40 objektif
H&E
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Resim 4.4.Tiibiil limenine dokiilmiis epitelyum hiicreleri, vakuolizasyon, bobrek
materyali x40 objektif H&E
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Resim4.5. Vakuolizasyon, renal korteks. x63 objektif H&E
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Resim 4.6.Tiibiil limenine dokiilmiis epitelyum hucreleri , nekroz , renal korteks x40
objektif H&E
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Resim 4.7.Nekroz, renal korteks x40 objektif H&E
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Resim 4.8. Nekroz, renal korteks x20 objektif H&E
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Resim4.9.Tiibiilepitelinin bazal membrandanayrismasi, renal korteks x40 objektif
H&E

3. gruptaki 6 adet ratin bobrek materyalinde hafif- 1limli artmis (1-4
derece)tiibllerdejenerasyon izlendi. Daha az tlbdlln etkilendigi, epitel hicrelerinde
dokilme, epitelde incelme, bazal membrandan ayrilma, eozinofili, tubul
limenlerinde daha soluk bazofilik boyanan birikimler, daha az sayida silendir
varligi,vakuolizasyon ve nekroz (alt1 ratin ikisinde olmak {izere) saptandi.

(Resim4.10-13)
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Resim 4.10. Tubullimeninde bazofilik birikimler, silendir, bobrek kesiti x40 objektif
H&E
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Resim 4.11. Nekroz, bobrek kesiti x20 objektif H&E
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Resim 4.12.Tubulepitelinde incelme, bobrek kesiti x20 objektif H&E
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Resim 4.13.Tubulepitelindevakuolizasyon, nekroz, bobrek kesiti x40 objektif H&E

4.gruba ait 6 ratin bobrek materyalinde az sayida tiibiildedilatasyon, dilate
olan tiibiillerin bazilarinin epitel hiicreleri arasinda ayrisma, hafif eozinofiliktiibiil
epitelyum hiicreleri, bazi alanlarda interstisyel 6dem izlendi. Tibiilepitelinin yer yer
inceldigi ve baz tiibiillerin liimeninde dokiilmiis hiicrelere ait piknotik ¢ekirdekler ve

eksudatif materyal izlendi.(Resim: 14-16)
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Resim 4.14 Mikrograftta sag alanda belirgin interstisyel 6dem,bdbrek biyopsi x20
objektif H&E
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Resim 4.15. interstisyelodem ,tiibiiller arasindaki mesafede artis, bobrek kesiti x40
objektif H&E
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Resim 4.16.Lumeninde piknotik cekirdekler ve eksudatif materyal izlenen tibuller,
bobrek biyopsi, x40 objektif H&E

Gruplarin tiibiiler dejenerasyon skorlamasi asagidaki tabloda 6zetlenmistir.
(Tablo 4.3)



Tablo4.3.Tiibiiler dejeneraston skor sonuglari
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RAT

TUBULER

GRUPLAR Ort+SS* p
DEJENERASYON SKORU
Grup | 1 0 0 <0,001
2 0
3 0
4 0
Grup Il 1 3 4,25+0,89
2 5
3 4
4 3
5 5
6 4
7 5
8 5
Grup I 1 4 211,26
2 1
3 3
4 2
5 1
6 1
Grup IV 1 1 1,5+0,55
2 1
3 2
4 1
5 2
6 2

I: Grup I (kontrol grubu)

11: Grup 1l (Kolistin grubu)

I11: Grup 11 (Kolistin ve bikarbonat grubu)
IV: Grup IV (Kolistin ve NaCl grubu)
*Ort+SS: ortalama ve standart sapma

4.3. Uriner dansitenin tibdler dejenerasyon skoru ile iliskisi

Gunluk o6lcllen driner dansite ile tibdler dejenerasyon skorunun gruplardan

bagimsiz karsilastirilmas1 Tablo 4.4’te gosterilmistir. Uriner dansite élgimi <1010

olan ratlarda tiibiiler dejenerasyon yogunlukta 1 — 2 olarak skorlanirken, dansitesi

>1010 olan ratlarda tiibiiler dejenerasyon yogunlukta 3-4-5 olarak skorlanmistir. Bu

iligki istatistilsel olarak korelasyon gostermektedir (p=0,001). Yine ortalama idrar

dansitesi ile tiibliler dejenerasyon skoru korelasyonu, grafik olarak, Sekil 4.2°de

gosterilmigtir. Ortalama dansiteye gore tiip skoru dagilimi geafigi Sekild.3’te

gosterilmis olup; dansitesi diisiik grubun skorlarinin daha iyi oldugu gézlenmektedir.




Tablo 4.4.Uriner dansite ile tiibiiler dejenerasyon skorunun gruplardan bagimsiz

karsilastirilmast
dansite <1010 dansite >1010
Tubuler
dejenerasyon pdegeri
skoru (0-5) n (%) n (%)
1,00 6 (50) -
2,00 4(33,3) -
3,00 1(8,3) 2 (25) 0,001
4,00 1(8,3) 2 (25)
5,00 ; 4 (50)
5,00 0 o o

4,00

3,00

tubuler dejenerasyon skoru

2,00

1,00

o o o O

I I T T I I
1007 ,50 1010,00 1012,50 1015,00 101750 1020,00

ortalama idrar dansitesi

Sekil 4.2. Ortalama idrar dansitesi ile tibuler dejenerasyon skorunun korelasyon

grafigi

35
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tup
hasar
skoru

W00
MEzo0
Oszpo0
4,00
Ospoo

ortalama dansite

<1010 >1010

Sekil 4.3. Ortalama dansiteye gore tiip hasar1 skorunun dagilimi grafigi

4.4 Uriner dansitenin serum biyokimyasi ile iliskisi

Yedi giinliik ortalama dansitenin, kreatinin ve iire degerleri ile anlamh

korelasyonu saptanmadi (siras1 ile p=0,593 ve 0,172) (Tablo4.5).

Tablo4.5. Ortalama idrar dansitesi ve serum biyokimyasi iligkisi

kreatinin (mg/dL) ure (mg/dL)
Ortalama dansite r -0,127 -0,327
p 0,593 0,172
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4.5.Gruplarin giinliik idrar degerleri ve deney sonuclarinin istatistiksel

degerlendirmesi (Tablo-6)

Gruplar aras1 farkliliklar; giinliik idrar pH degerleri, giinliik idrar dansite
Olctimleri, serum kreatinin ve lire degerleri ve tiibiiler dejenerasyon skorlar1 agisindan
degerlendirildi. 7 giinliik idrar pH’1 agisindan, gruplar arasi farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu.Grup I, II ve IV’iin giinliik idrar pH degerleri <7 iken; Grup
III pH degeri >8 olarak belirlendi. Gruplarin giinliik idrar dansite Slgiimlerinin de
gruplar arast anlamli farklilik gosterdigi saptandi. Grup I ve Grup II’nin giinliik idrar

dansiteleri >1010; Grup III ve IV’in idrar dansiteleri <1010 olarak seyretti.



Tablo 4.6. Calisma bulgulari, sonuglar ve istatistiksel analiz

[ I 1T v
Ort+SS* Ort+SS Ort+SS Ort+SS

1. giin idrar pH 6,5+0,58 740,53 8,08+0,74 6,33+0,41
2. gun idrar pH 6,88+0,63 6,38+0,44 8,67+0,26 6,58+0,49
3. guin idrar pH 7,13+0,48 6,63+0,35 8,58+0,49 6,83+0,26
4. gun idrar pH 6,5+0,58 6,19+0,26 8,83+0,26 6,5+0,45
5. guin idrar pH 6,63+0,63 6,5+0,38 8,83+0,26 6,67+0,41
6. giin idrar pH 6,38+0,25 6,5+0,46 8,58+0,38 6,33+0,26
7. gun idrar pH 6,63+0,25 6,56+0,42 8,5+0,45 6,33+0,41
1. gun idrar dansitesi 1018,75+6,29 1016,88+3,72  1008,33+2,58  1012,5+2,74
2. gun idrar dansitesi 1017,545 1019,38+6,23 1007,5+2,74  1007,5+2,74
3. glin idrar dansitesi 1013,75+4,79 1019,38+4,17 1007,5+4,18  1006,67+2,58
4. gun idrar dansitesi 1016,25+4,79 1023,13+2,59  1006,67+2,58  1008,33+4,08
5. glin idrar dansitesi 1017,5+5 1020+4,63 1007,5+2,74  1008,33+4,08
6. gin idrar dansitesi 1015+0 1017,5+5,35 1005+0 1006,67+2,58
7. gun idrar dansitesi 1018,75+2,5 1014,38+4,17 1007,5+2,74  1005,83+2,04
kreatinin (mg/dL) 0,68+0,08 0,68+0,33 0,56+0,08 1,06+0,65
ure (mg/dL) 40,55+6,24 62,11+42,69 62,3+16,28 120,94+54,17
TDS** 0 4,25+0,89 2+1,26 1,5+0,55

I: Grup I (kontrol grubu)

I1: Grup 11l (Kolistin grubu)

I11: Grup 11 (Kolistin ve bikarbonat grubu)
IV: Grup IV (Kolistin ve NaCl grubu)
*Ort+SS: ortalama ve standart sapma; **TDS: tiibller dejenerasyon skoru

LILHT ve IV
p
0,003
0,002
0,001
0,002
0,003
0,003
0,002
0,005
0,004
0,001
<0,001
0,001
<0,001
0,001
0,131
0,046
<0,001

I, 1l ve IV
p
0,002
0,002
0,001
0,001
0,002
0,002
0,002
0,003
0,007
0,001
0,001
0,001
0,001
0,002
0,202
0,148
0,002

I ve IV
p
0,005
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,030
0,999
0,847
0,465
0,789
0,138
0,241
0,092
0,068
0,601

I ve lll
p
0,011
0,001
0,002
0,001
0,001
0,002
0,002
0,003
0,009
0,003
0,001
0,002
0,001
0,008
0,897
0,302
0,008
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Ilve IV
p
0,021
0,406
0,248
0,157
0,406
0,489
0,305
0,039
0,009
0,002
0,001
0,003
0,003
0,002
0,155
0,143
0,002
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5 TARTISMA

Kolistin, giiniimiizde, yaygin antibiyotik direnci gosteren
mikroorganizmalarin neden oldugu hayati 6nem tasiyan enfeksiyonlarin tedavisinde
cok 6nemli yer tutmaktadir. Bu tedavinin en énemli yan etkisi olan bobrek toksisitesi
ise ciddi morbidite ve mortalite yaratmaktadir. Kolistine bagli gelisen bobrek tiibiil
toksisitesininin Onlenmesini hedef alan bu c¢alismada; Oncelikle ilacin kimyasal
yapisinin zayif asit 6zellikte olmasi ile, idrar pH degisikliklerinin bu ilacin tiibiiler
hasarin1 dnlemedeki etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Sodyum bikarbonat
destegi ile nefroproteksiyon; intravendz kontrast madde, ylksek doz metotreksat
uygulamasi  gibi  endikasyonlarda  giivenle kullanilmaktadir.  Yine;2,4-D
klorfenoksiasetik asit, klorpropamid, salisilatlar, diflunisal, fluorid, metotreksat,
barbituratlar (6zellikle fenobarbital), sulfonamidler gibi zayif asit ilaglarla olan
zehirlenmelerde, bu molekillerin idrardaki ¢ozinirligiinii arttirmak igin idrar
alkalinizasyonu kullanilmaktadir (43-47). Bununla birlikte; idrar alkalinizasyonu,
tirik asit ve sistin taslarin1 onlemek i¢in de eskiden beri giivenle kullanilmaktadir (48-
50).

Kolistin nefrotoksisitesinin Onlenmesi amaci ile pek c¢ok calisma
yapilmistir.Kolistin maruziyetinin yarattigit doz bagimli yan etkidzelliklerat
caligmalarinda iyi tanimlanmis olup; toksisiteye onlem amagli megalin, astaksatin,
vitamin E ve askorbik asit gibi molekiiller ¢alisilmistir (53-55).Bu ¢alismada ilk kez,
kolistinin kimyasal yapisindan faydalanarak, idrar alkalinizasyonunun koruyuculugu
arastirilmastir.

Bu c¢alismada, dort grup olusturulmustur. Kontrol grubuna yalniz salin
injeksiyonu yapilmis, diger gruplar ile esit kosullar ile izlenmistir. Grup II'ye
herhangi bir koruma verilmeksizin, rat birim agirligina gore hesaplanan kolistin yedi
gun uygulanmistir. Grup II’nin yedi giin boyunca idrar pH’1 asidik ve idrar dansitesi
yuksek(>1010) seyretmistir. Grup III, yine birim agirhga esit miktarda kolistin
enjeksiyonu almis olup; yedi giin boyunca idrar pH’inin alkali olmasi saglanmistir.
Bu grubun idrar dansitesi yedi giin boynca yiksek seyretmistir. Grup IV’iin, ayni
kolistin maruziyeti ile birlikte, yedi giin boyunca idrar pH’1 asidik, idrar dansitesi

diisiik (<1010) olarak seyretmistir.
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Calisma sonunda toplanan serumdan calisilan kreatinin degerleri agisindan
gruplar arast anlamli fark saptanmamistir. Serumlardan calisilan iire degerlerinde
sinirda anlamli fark gosterilmis ancak, bu fark olusan tiibiiler hasar ile korele
bulunmamustir. Tiibiil hasar1 en az olan Grup IV’iin ortalama iire degeri yiiksek iken,
tiibiil hasar1 ¢ok yiiksek olan Grup II ve tiibiil hasar1 minimal olan Grup III’te
ortalama ire degeri daha diisiik olarak saptanmistir. Bu bulgular, serum
biyokimyasal belirteclerinin, erken dénem akut tlbuler nekrozda, hasar ile korele
artis gostermeyebilecegi ile agiklanabilir.

Calisma sonunda incelenen bobrek materyali, Tablo-1’de gosterilen skorlama
sistemi ile, tiibiiler dejenerasyon agisindan degerlendirilmistir. Grup I’in bobrek
histolojik incelemesinde herhangi bir hasar saptanmamustir. Bu sekilde, hayvanlarin
barinma kosullarinin ve stres faktorliniin etkileri dislanmistir. Grup II’nin
degerlendirilmesinde tiim hayvanlarin bobrek materyalinde yogun hasar, nekroz ve
yuksek tlbaler dejenerasyon skoru saptanmistir. Grup III ve Grup IV’in tubul
hasarinin minimal, tiibiiler dejenerasyon skorlarinin ise belirgin diisiik oldugu
saptanmigtir. Bu son iki grup skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir. Grup II, III ve IV birlikte degerlendirildiginde tiibiil hasarlar
arasinda, Grup II’de anlamli yiiksek olmak iizere, istatistiksel olarak anlamli fark
mevcuttur (Tablo-6). Hem standart NaCl’li hidrasyon , hem de bikarbonatl
hidrasyon grubunda anlamli koruma saglanmaistir.

Bulgular 1s18inda, idrar pH’indan bagimsiz olarak, idrar dansitesi 6lgiimiine
gore ratlarin tiibiil skorlar1 incelenmistir. Idrar dansitesi deki diisiis ile tiibiiler
koruma arasinda istatistiksel olarak korelasyon mevcuttur. Gruplardan bagimsiz
olarak, ortalama Uriner dansite ne kadar diisiikse, tiibiil skorunun da o kadar diisiik
oldugu saptanmistir. Beklendigi gibi, bu korelasyon, gruplar aras1 fark gostermeyen
iire ve kreatinin i¢in gecerli olmamistir.

Sonug olarak; ayn1 doz kolistin enjeksiyonu yapilarak herhangi bir koruma
almayan grupta yogun tiibiiler dejenerasyon ve nekroz gozlenirken, bikarbonatli ve
NaCl'li hidrasyon alan gruplarda belirgin korunma saglandig1 goriilmektedir. Idrar
alkalinizasyonunun, bikarbonat ya da salin ile hidrasyona iistiinliigii yoktur. Bilindigi
gibi, kolistin tedavisi goren pek cok hasta, ciddi kardiyopulmoner komorbiditeleri

olan, yogun bakim {initesinde izlenen ve/veya sok tablosunda olup, masif sivi
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tedavisine uygun popiilasyon degildir. Bu bulgular esliginde, tiibiiler dansiteyi
diistiren, Kolistinin  tlibiil konsantrasyonunu azaltabilecek baska c¢aligmalar
hedeflenebilir. Ornegin; diiiretik kullanimi, zorlu diiirez, 6zellikle hidrasyona uygun
olmayan popiilasyon i¢in umut verici olabilir. Bu baglamda, daha fazla hayvan ve

insan ¢aligmasina ihtiyag vardir.
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