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OZET

Sepsis, enfeksiyonun tiim viicutta yaygin inflamatuvar yanit olusturdugu ciddi bir tibbi
durumdur. Bu kompleks patolojinin sonucunda ciddi hipotansiyon, metabolik asidoz, organ
hasar1, multiple organ yetmezligi akut respiratuvar distres sendromu/ Akut akciger hasar1 ve

oliimle sonuglanabilen degisik sonuglar gézlenebilir.

Amiodaron kalp hiicrelerinde etkili nonkompetetif a- ve p-adrenergic bloker ve
multi kanal bloker 6zelligi olan klas III anti aritmik ajandir. Ventrikiiler ve suppraventrikiiler
tasiaritmilerin genis varyasyonlarinda kullanilan etkili anti aritmiktir, 6zellikle ytiksek riskli

hayat1 tehdit eden ventrikiiler tasiaritmilerlerde altin standart olarak degerlendirilir.

Bu c¢aligmada biz Amiodaron’un eksperimental olarak olusturulmus cekal ligasyon

puncture modelinde rat bobrek dokusu tizerindeki koruyucu etkisini inceledik.

Her bir grupta 20 rat bulunan bes grup rat kullanildi. Grup I: Sham-opere edilmis
kontrol grup, Grup II: 50 mg/kg amiodaron verilmis kontrol saglikli grup, Grup III: Cekal
ligasyon perforasyon olusturulan grup, Grup 1V: 25 mg/kg amiodaron verilmis ¢ekal ligasyon
perforasyon olusturulan grup, Grup V: 50 mg/kg amiodaron verilmis c¢ekal ligasyon

perforasyon olusturulan grup.

Batinlar traglandi, daha sonra periton acildi. Diafram ekspoze edildi, abdominal
organlar ve ¢ekum izole edildi ve ileogekal valvin hemen distalinden 3/0 ipek siitiir ile
ligasyon yapildi. Iki adet delik mezenterin aksi yoniinde gekumda ligasyon yerinin distalinde
22 numara igne ile olusturuldu. Cekum batina batina yerlestirildi. 16 saat sonra tiim gruplar
sakrifiye edildi ve bobrekler ve kan ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal analizler i¢in

alindi skorlama ve degerlendirme yapildi.

Serum sitokin seviye Ol¢iimleri, ELISA ve oksidan/ antioksidan enzim Olg¢iimleri ile
yapildi. SPSS 19.0 siirlimii istatistik paket programi ile one-way ANOVA kullanilarak
yapildi.

Cekal ligasyon ve puncture grubunda ¢ok ciddi inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari
tim periferal ve interstisiyel bolgelerin vaskiiler yapilarinda mevcuttu. Hiperkromatik
niikleuslu ve eozinofilik sitoplazmali pek ¢ok sayida nekrotik hiicre mevcuttu. Sham ve

Amidaron gruplarinda higbir histopatolojik anormallik mevcut degildi. Diisiik doz ve yiiksek



doz Amidaron kullanilan g¢ekal ligasyon ve puncture gruplari mukayese edildiklerinde 50
mg/kg Amiodaron+CLP grubunda, 25 mg/kg Amiodaron+CLP grubuna gore ¢ok daha ciddi
oranda enflamasyonun gerlimeis oldugu gorildii. Tim gruplar igerisinde en diisiik
enflamasyon skoru 50 mg/kg Amiodaron+CLP grubunda mevcuttu. Histopatolojik skorlar ve

degerlendirme sonuglar1 biyokimyasal analiz sonuglari ile uyum igerisindeydi.

Sonuglarimiz gostermektedir ki  Amiodaron kullanimi oksidatif sitresi ve sitokin
etkisini engellemektedir ve sepsis durumunda bobrek dokusunu korumaktadir. Bu perspektif
ile bakildiginda Amiodaron’un antiaritmik kimliginin disinda farkl bir pleitropik bir etkisinin
olmas1 gerekmektedir. Bu calisma ratlarda yapilmis deneysel bir c¢alismadir. Klinik
perspektifle bakildiginda daha baska doz bagimli ve zaman bagimli ¢alismlarinda yapilmasi

zorunludur.

Anahtar Kelimeler; Amiodaron, Rat, Polimikrobial Sepsis, Akut Bobrek Hasar1



ABSTRACT

Sepsis is a serious medical condition that is characterized by a whole-body
inflammatory state and the presence of a known or suspected infection. Results of this
complex pathophysiology can be watched in different ways such as serious hypotension
metabolic acidosis, tissue damage and multiple organ failure, acute respiratory distress

syndrome /acute lung injury, and even death.

Amiodarone is a class Ill antiarrhythmic agent, a multichannel blocker, and
anoncompetitive o- and B-adrenergic blocker in cardiac cells. Amiodarone is an effective
antiarrhythmic and is used to treat a wide variety of ventricular and supraventricular
tachyarrhythmias especially considered the gold standard for the pharmacological treatment

of life-threatening ventricular tachyarrhythmias in high-risk patients

The present study aimed to determine whether amiodarone was protective against

experimentally induced cecal ligation and puncture sepsis in rat kidney tissue.

Five groups of rats were used,each composed of 20 rats: (1) the sham-operated control
group; (2) the CLP group; (3) the 25-mg/kg amiodarone-treated control healthy group; (4) the
50-mg/kg amiodarone-treated CLP group; and (5) the 50-mg/kg amiodarone-treated CLP

group.

The abdomen was shaved and then the peritoneum was opened. Once the diaphragm
exposed the abdominal organs, the cecum was isolated and ligated with a 3/0 silk ligature just
distal to the ileocecal valve. Two punctures were made twice on the opposite side of the
mesentery with a 22-gauge needle through the cecum distal to the point of ligation, and the
cecum was returned to the peritoneal cavity. All groups were sacrificed 16 h later, and kidney

and blood samples were analyzed histopathologically and biochemically.

Data for the serum cytokine levels measured by ELISA and oxidant and antioxidant
enzymes were subjected to one-way ANOVA using the Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS version 19.0) software.



Vi

In the cecal ligation and puncture group there were serious inflammatory cell
infiltrations located at both peripheral and interstitial areas of the vascular structure. There
were many necrotic cells which had hyperchromatic nucleus and eosinophilic cytoplasm.
There were no histopathological abnormalities in the sham-+amiodarone group. When
histopathological changes were evaluated in both low-dose and high-dose amiodarone+CLP
application groups, amiodarone 50 mg/kg reduced the inflammation stronger than the
amiodarone 25 mg/kg dose.

The CLP+amiodarone 50 mg/kg group had the lowest inflammation score among CLP
groups. Histopathological scores and examinations were in accordance with the biochemical

results.

Our results indicate that administration of amiodarone prevented oxidative stress and
cytokine action and protected kidney tissue during sepsis cascade. From this perspective,
amiodarone should be assessed with its different pleiotropic actions, not with its
antiarrhythmic identity. This is an experimental study on rats, and for clinical perspective,

dose-dependent and time-dependent studies should be performed.

Key Words : Amiodarone, Rat, Polymicrobial Sepsis, Acute Renal Injury,
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

TNF : Tiimor Nekrosis Faktor
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ABY : Akut Bobrek Yetmezligi
SAB : Sistolik Arter Basinci

OAB : Ortalama Arter Basinci

LPS : Lipopolisakkarid

TNF : Timor Nekrozis Faktor

PAF : Trombositleri Aktive Eden Faktor
GM-CSF : Granulosit-Monosit-Koloni-Stimulan Faktérlerin
DIK : Dissemine Intravaskiiler Koagulasyon
NO : Nitrik Oksit

SOD : Siiperoksit Dismutaz

MDA: Malondialdehit

GSH: Glutatyon

CAT : Katalaz

eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

ANP : Atriyal Natriiiretik Peptid

TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor
GSH :Glutatyon

TBARS : Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

RNA: Riboniikleik Asit

MRNA:Messenger RNA

Ca : Kalsiyum

Cu: Bakir

Zn: Cinko

Na : Sodyum
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K : Potasyum

SIRS : Sistemik Enflamatuvar Yanit Sendromu
PaO2 :Parsiyel Arteriel Oksijen Basinci
PEEP :Pozitif end Ekspiratuar Basing
FIO2: Fraksiyone Inspire Edilen Oksijen
ABD: Amerika Birlesik Devletleri
LBP:Lipopolisakkarid Baglayici Protein
TLR : Toll-like Reseptorler

DIK :Dissemine Intravaskiiler Koagulasyon
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AMI:Akut Miyokard Infarktiis

CYP: Sitokrom

CLP:Cekal Ligasyon Perforasyon
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NAD: Nikotinamid Adenin Diniikleotid
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
H,O:Su

SD : Standard Deviasyon

AMD: Amiodaron

OH: Hidroksil Radikali

0O2-: Siiperoksid Anyon

ROS:Reaktif Oksijen Tiirleri
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1. GIRIS

Sepsis; sok, organ yetmezligi ve Oliime kadar giden, acil tedavi edilmesi gereken
sistemik bir enfeksiyon hastahigidir. Insidansi diinya genelinde artmakta olup Amerika
Birlesik Devletleri’nde, 1979-2000 yillar1 arasinda %8.7 lik bir artig bildirilmis ve  yilda
yaklasik olarak 5-10 milyar dolarlik mali yiike neden oldugu bildirilmistir® 2. Septik sokta
pek cok fizyopatolojik olaylar meydana gelmesine karsilik molekiiler biyoloji alanindaki son
yillardaki hizl1 gelismeler, sepsiste olusan patolojik olaylarin bir ¢ogunun anlasilmasini
miimkiin kilmistir. Temel olarak ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri DNA’da hasara,
hiicresel proteinlerde denaturasyona ve membran lipitlerinde peroksidasyona yol agarak doku
hasarina olusturmaktad1r3’ 4, Yapilan c¢aligmalar serbest oksijen radikallerinin etkilerini
notralize etmek i¢in uygulanan antioksidan ajanlarin sag kalimi anlamli sekilde uzattigi
gosterilmistir® .

Yogun bakim iinitelerinde goriilen oliimlerin en sik nedenleri arasinda sepsis,
septik sok ve bunlarin sonucu gelisen multipl organ yetmezligi yer almaktadir. Sepsisin tani
ve tedavisindeki gelismelere ragmen, enfeksiyon ajanlarinin olusturdugu inflamasyonun yani
sira hiicresel fonksiyonlarda bozukluklarin erken taninmasindaki giigliik, tedavide yetersizlik
ve gecikme gibi nedenlere bagli olarak mortalite oranlar yﬁksektir5'10.

Sepsis patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Fakat patojen ve konak¢t immun
sistemi arasinda kompleks bir etkilesimi igerir. Tiimor Nekrosis Faktor (TNF) ve interlokinler
(ILs) gibi bir takim sitokinler indiiklenir'!. Normal fizyolojik kosullarda az miktardaki serbest
oksijen radikalleri seliiler aktivitelerin korunmasinda 6dnemli fonksiyon goriir. Ancak yiiksek
konsantrasyonlara ulastiginda hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir. Cok sayida ¢alisma oksidatif
stres ile tetiklenen apoptotik siire¢ ile akciger hasari arasinda giiglii bir iliski oldugunu

géstermistirlz‘ 13



Sepsiste organ yetmezliginin insidansi organ yetmezliklerinin tanimlama kriterlerine
gore degismektedir. Solunum yetmezligi sepsiste erken donemde gorillen organ
yetmezliklerinden biridir. Diger organ sistemlerinden koagiilasyon sistemi, karaciger, santral
sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve bobreklerin yetmezligi siklikla goriilebilen ve
mortaliteyi artiran diger sorunlardir.

Sepsiste intravaskiiler voliimiin azalmasi, periferal vazodilatasyonun olusmasi,
miyokardiyal depresyon ve mikrovaskiiler dolasimin bozulmasi ile doku oksijen dagilimi ve
tiiketimi arasinda dengesizlik olugsmaktadir. Bu dengesizlik sonucunda global doku hipoksisi
meydana gelmektedir. Bu doku hipoksisinin giderilmesi mortalitenin azalmasina neden
olmaktadir'®. Akut bobrek yetmezligi (ABY) sepsisin sik goriilen ve prognozu kétiilestiren bir
komplikasyonudur. ABY’si olan septik hastalarda mortalite %74.5 iken, bobrek yetmezligi
olmayan septik hastalarda %45.2 olarak bildirilmistir'. Sistemik hipotansiyon sonucu olusan
renal iskemi ABY igin ¢ok onemli bir faktor olmakla birlikte etkili tek faktdr de degildir.
Vazodilatér ve vazokonstriiktor etkisi olan maddelerin dengesizligi sonucunda ortaya ¢ikan
intrarenal vazokonstriiksiyon, bobregi infiltre eden inflamatuvar hiicrelerin lokal hasarlarina,
16kosit-endotel iliskisi sonucunda mediiller konjesyona bagli bolgesel kan akiminin daha da
azalmasina, intraglomeriiler trombozlar gibi faktdrlerin hepsi sepsiste ABY olugmasinda rol

oynar.

Amiodaron Class Il antiaritmik ajan, multikanal blokeri (Ca++, Na+, K+) ve
kardiak hiicrelerde nonkompetitif o ve p-adrenergic blokerdir'®. Bu ilacin tiroid fonksiyonlari
ve fosfolipid metabolizmasinda da etkili oldugu bildirilmistir'’. Amiodaron’un serbest
oksijen radikal hasarin1 azaltarak multiorgan yetmezligine gidisi azalttigi, Sepsis ve

8

endotoksemili farkli hayvan deneylerinde mortalitiye azalttig bildirilmistir'®, Deneysel

calismalarda Amiodaron’un antienflamatuar ve antioksidan Ozellikleri raporlanmls‘urlg. Bu



giine kadar yapilmis bagka sepsis ve endotoksemili hayvan modelli c¢aligmalarda
Amiodaron’un serbest oksijen radikal hasarin1 engelleyerek multiorgan yetmezligine gidisi
engelledigi, ve mortaliteyi de azalttigi gosterilmistir’. Bazi calismalarda da Amiodaron’un
antienflamatuar etkinligi de gosterilmistir™®. Amiodaron’un abdominal sepsis olusturulan
hayvan deneylerinde pek ¢ok organ iizerinde koruyucu etkisi gosterilmis olmasina ragmen
sepsisin etkiledigi en Onemli organlardan biri olan bobrek iizerine ne sekilde bir etkisi
oldugunu konu alan her hangi bir deneysel calisma web of science tabanli literatiir

aragtirmasinda bulunmamaktadir.

Yukarida belirtilen hususlar sepsiste mortaliteyi ciddi bir sekilde etkileyen ABY'ne

gidisi azaltmaya yoOnelik tedavi yontemlerini aragtirmanin énemini gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis Tarihce ve Tamimlamalari

Ik kez Homer’ in yazitlarinda 2700 yi1l dnce rastlanan sepsis terimi, Hippocrates
tarafindan M.O. 400 yilinda viicutta olusan tehlikeli, biyolojik bir ¢iirime olarak
tanimlanmistir. Yunanca bakteri varliginda hayvan ya da organik maddenin bozulmasi
anlamina gelen “‘sepo’’ kelimesinden tiiremistir 20,

Enfeksiyona karsi sistemik inflammatuar yanit olarak tanimlanan sepsis, yasami tehdit
eden 6nemli bir saglik sorunudur®. Amerika Birlesik Devlet’lerinde her yil 215.000°1 dliimle
sonuclanan 751.000 sepsis olgusu goriilmekte ve tedavi maliyeti yilda 17 milyar dolara
ulasmaktadir®®. Avrupa’daki yogun bakimlarda ise agir sepsis prevalansi %9-25"tir?. Agir
sepsise bagli oOlim orani, giiniimiizde gelismis merkezlerde bile %30-50 arasinda
degismektedirzg’ 24,

1991 yilina kadar sepsis ve iligkili terimler netlik kazanmamis ve birbirlerinin yerine
kullanilmigtir. Bu da sepsis ve iliskili durumlarin yeterince anlagilamamasina ve &zellikle
klinik caligmalarin yorumlanmasinda karmasaya neden olmustur. Bu karmasa sebebiyle
Amerikan Gogiis Hastaliklari Uzmanlari Dernegi [American College of Chest Physicians
(ACCP)] ve Yogun Bakim Dernekleri [Society of Critical Care Medicine (SCCM)] tarafindan
1991 yilinda bir uzlast konferansi diizenlenmistir. Bu toplanti sonrasi sepsis ve iliskili
durumlar agagidaki sekilde tanimlanmistir 2
* Enfeksiyon: Patojen mikroorganizmalar tarafindan indiiklenen enflamatuvar cevap veya
normalde steril olan dokularin mikrobiyal patojenler ile invazyonu
* Bakteriyemi: Kanda canli bakteri varlig
* Sistemik Enflamatuvar Yanit Sendromu [Systemic Inflammatory Response Syndrome
SIRS)]: Su kriterlerden iki veya daha fazlasinin varligi;

-viicut 1s1s1: < 36°C veya > 38°C,



-tagikardi: > 90 atim/dk,

-takipne: solunum sayis1 > 20/dk veya PaCO2 < 32 mmHg,

-16kosit sayisi> 12000/mm3 veya < 4000/mm3 ya da > %10 immatiir bant formu
varlig
* Sepsis: Enfeksiyona bagli olusan sistemik enflamatuvar yanit
*Ciddi Sepsis: Sepsis ile birlikte organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon bulgular1i veya
hipertansiyon varligidir.
* Septik Sok: Yeterli sivi resiisitasyonuna ragmen, vazopressor ya da inotroplara direngli,
doku perflizyon bozuklugunun eslik ettigi sepsis kaynakli hipotansiyon.
* Sepsise Bagli Hipotansiyon: Sistolik arter basinci (SAB) <90 mmHg olmasi ya da
hipotansiyona yol acacak baska neden yokken SAB’ nin bazal degerinden 40 mmHg’ dan
fazla diigiis gostermesi.
* Cogul Organ Yetersizligi Sendromu: Akut kritik hastada organ iglev bozuklugu ve

homeostazin miidahale olmadan saglanamamasiolarak tanimlanmaistir.

2001 yilinda uluslarasi sepsis tanimlamalar1 toplantilar1 ile klinisyenler sepsis
fizyopatolojisinde giincellenen bilgiler sebebiyle, tanimlamalari yeniden diizenlemisler ve
sepsis su sekilde tanimlanmustir™; kanitlanmis ya da siiphe edilen enfeksiyon (bir
mikroorganizma tarafindan olusturulan patolojik siire¢) varligi ile beraber asagidaki

kriterlerden birkaginin bulunmasi;

1. Genel degiskenler

- Ates (1s1 > 38,3 °C)

- Hipotermi (1s1 < 36 °C)

- Kalp atim sayis1 > 90/dk ya da yasa goére normal degerlerinden standart sapma > 2

- Takipne > 30/dk



- Mental durum degisikligi
- Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20mL/kg)
- Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukoz > 7,7 mmol/L ya da >140mg/dL)
2. Enflamatuvar degiskenler
- Lokositoz (> 12000/mm3)
- Lokopeni (< 4000/mm3)
- Beyaz kiire sayis1 normal olsa da immatiir formlari > % 10
- Plazma C-reaktif protein diizeyi, normal degerlerden standart sapma > 2
- Plazma prokalsitonin diizeyi, normal degerlerden standart sapma > 2
3.Hemodinamik degiskenler
- Arteriyel hipotansiyon: Sistolik arter basinci (SAB) < 90 mmHg, ortalama arter basinci
(OAB) <70 mmHg ya da SAB’ nin, diger hipotansiyon nedenleri yok iken, hastanin normal
degerlerine gore > 40 mmHg diismesi veya yasina gore normal degerlerden standart sapma
<2
- Mikst venoz oksijen satiirasyonu <% 65
- Santral vendz oksijen satiirasyonu <% 70
- Kardiyak indeks > 3,5 L/dk
4.0rgan disfonksiyon degiskenleri
- Arteriyel hipoksemi (PaO2/FiO2 < 300)
- Akut oligiiri (idrar ¢ikisinin en az iki saat <0.5 mL/kg/h olmasi)
- Kreatin artis1 (0,5 mg/dl veya 44.2 umol/l)
- Koagiilasyon anormallikleri (INR >1,5 veya aPTT > 60 saniye)
- Ileus (bagirsak seslerinin yoklugu)

- Trombositopeni (trombosit sayis1 < 100.000/ ul)



- Hiperbilurubinemi (plazma total bilurubin >4 mg/dL veya >70 umol/l)
5.Doku perfiizyon degiskenleri
- Hiperlaktatemi (>1 mmol/L)

- Kapiller dolmanin azalmas1 veya beneklenme

KT RAVMA

SIRS

ENFEKSIYON

"
AGIR SEPSIS

MANTAR

PARAZIT

Sekil 1: Enfeksiyon,sepsis ve SIRS arasindaki iliskinin sematik gosterimi®

2.2. Epidemiyoloji

Tanimlamalarin degismesi, laboratuvar ve goriintiilleme yontemlerinin gelismesiyle
son 100 yilda sepsis epidemiyolojisinde 6nemli degisiklikler olmustur.Buna ragmen oldukca
genel sonugclar ¢ikarilabilmektedir 2,

A.B.D.’de yapilan bir calismada 22 yil boyunca 10.319.418 sepsis vakasi rapor
edilmistir. (Tiim hospitalize edilen hastalarin % 1.3’i). 1979 yilinda 82,7/100.000 olan olgu
say1s1 2000 yilinda 240,4/100.000 olarak saptanmistir. Ve insidansta yilda % 8,7 artis oldugu
gosterilmistir'.

“Sepsis Occurence in Acutely 111 Patients” (SOAP) adli ¢alismada yogun bakim
hastalarinda sepsis goriilme sikliginin %35’in {izerinde oldugu ve mortalitenin de % 27

oldugu bildirilmistir’. ABD’ ne yillik maliyeti yaklasik 16,7 milyar dolardir’. Ulkemizde bir



yogun bakim tnitesinde 1997 yilinda yapilan bir yillik ¢aligmada nazokomiyal sepsis orani
%33,1, 1999-2002 yillart arasinda yapilan ¢alismalarda ise nazokomiyal bakteriyemi/sepsis

orant %12,4-21,5 arasinda bulunmustur28.

2.3. Etiyoloji

1979 ile 1987 yillar1 arasinda baskin sekilde gram negatif bakterilerin sepsisin sebebi
oldugu bildirilirken, daha sonraki yillarda yillik ortalama %26.3°lik bir artisla gram pozitif
bakterilerin 6ne ¢iktig1 saptanmistir. Mantar enfeksiyonlarinda ise % 207 lik bir artig oldugu

belirlenmistir (Sekil 2)™.
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Sekil 2: Sepsise neden olan enfeksiyoz nedenlerin yillara gére dagilimi*
En sik enfeksiyon odag: olarak akcigerler % 68, daha sonra % 22 ile batin, % 20 kan,

% 14 ile iiriner sistem tespit edilmistir 2/



2.4. Sepsis Fizyopatolojisi

Sepsis fizyopatolojisinin bilinmesi tani, takip ve tedavi asamalarina yol gdstermesi
acisindan Onemlidir. Sepsis fizyopatolojisinde, mikrobiyal patojenler ve inflamatuar yanit yer
almaktadir. Sepsis triadi sistemik inflamasyon, koagiilasyon ve bozulmus fibrinolizdir.
Aragtirmacilar, konagin enfeksiyona karsi pasif kalmadigini, genis spektrumlu, sonugcta hasar
olusturan endojen inflamatuvar mediatorler salindigini fark etmislerdir. Dokularda olusan
enfeksiyon ve travmatik hasar sonucu viicutta hiimoral sistemin aktive oldugu ve c¢esitli
sitokinlerin salindig1 gosterilmistir. Sonug, sistemik inflamatuvar yanit, hemostatik
degisiklikler ve organ hasarmimn ortaya ¢ikmasidir® %,

Septik sok patogenezinde rol oynayan bakteriyel yapilar {izerinde en ¢ok arastirma
yapilan toksin gram negatif bakteri endotoksinleridir. Lipopolisakkarid (LPS) yapisindaki
endotoksinin lipid A boliimii toksisiteden sorumludur. Ayrica gram pozitif bakterilerin hiicre
duvart yapisal komponentleri peptidoglikan ve teikoik asitler, kapsiil antijenleri ve
ekzotoksinler, mantarlarin hiicre duvar1 antijenleri, viral veya paraziter antijenler
inflamasyona neden olabilir. LPS’nin septik siireci baglatabilmesi icin konak¢1 hiicrelerinde
LPS-baglayic1 protein (LBP) ve CDI14 opsonik reseptdriin varlig gerekirss. CD14 hiicre
membraninda oldugu gibi (mCD14) dolasimda da goriilebilir (sCD14). Hiicre ylizeyinde
CD14 reseptorii olmayan dendritik hiicreler, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri gibi hiicreler
sCD14 ile etkilesime girerek LPS ile uyarilir. sCD14 saglikli bireylerin serumlarinda da
vardir. Ancak sepsiste diizeyleribelirgin olarak artar>*, Deneysel modellerdeCD14’e kars1
gelistirilen antikorlarin septik sok mortalitesini azalttig gésterilmistir35. CD14’tlin kesfi ile
konak¢inin LPS’ye olan yanit1 daha iyi anlasilmis olsa da mCD14’{in hiicre i¢ine bir uzanimi
yoktur. Dolayisiyla LPS-LBP kompleksinin hangi yolla hiicreleri aktive ettigini agiklamak

mimkiin olmamistir. Bu belirsizlik “Toll-like” reseptorler (TLR)’in kesfi ile ortadan
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kalkmigtir®® .

Kisa zamanda bir ¢ok TLR bulunmustur. Bakteriyel ve fungal kaynakli
birgok proteine karsi reseptorler tanimlanmistir. TLR-4, LPS reseptoriidiir. TLR-2 esas olarak
gram-pozitif hiicre duvar yapilarmi tanir. Tek bir TLR, tek bir mikrobiyolojik yapiya degil
birden ¢ok hatta farkli tiirdeki mikroorganizmalara karsi da reseptor gorevini goriir.
TLR’lerdeki bu ¢esitlilik aslinda belli bir infeksiydz etkene karsi degisik olgularin farkli
yanitlar vermesini de agiklayabilir.

Antijenik yap1 ve toksinler dolasimdaki mononiikleer fagositik hiicreleri TLR
reseptoriine baglanarak uyarirlar. Monositlerden tiimor nekrozis faktdr (TNF), interlokinl (IL-
1), IL-6, IL-8 ve PAF salinir. IL-1 ve IL-6 T hiicrelerini aktive ederek y-interferon, IL-2, IL-4,
granulosit-monosit-koloni-stimulan faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasini saglarlar® % %, Bu
sitokinler lokal enfeksiyonun yenilmesinde ¢ok yararli olurken, biiylik miktarlarda
sentezlenerek dolasima karigmalar1 yaygin endotel hiicre hasari ile sonuglanir (Sekil 3).
Endotelin zedelenmesi hemodinamik degisiklikler ve organ yetersizligi ile sonuclanir. TNF
16kosit yiizeyindeki adhezyon molekiillerini aktive ederek noétrofillerin endotel hiicrelerine
yapismasina neden olur. Aktive olmus noétrofillerin degraniilasyonu sonucu agiga c¢ikan
proteazlar ve toksik oksijen radikalleri endotel hiicresinin zedelenmesini kolaylastirir. Ayrica
endotoksinin direkt etkisi veya sitokinlerin uyarimi ile tromboksan, prostoglandin ve
l16kotrienler gibi aragidonik asit metabolitlerinin salinmasi kapiller permeabilite artisina neden

olur. Endotel hasari, kapiller permeabilite artisi, kanin mikrosirkiilasyonda goéllenmesi,

dolagimdaki kan voliimiiniin azalmasi sok ve organ yetersizligi ile sonuglanir.



Notrofil, lenfosit, endotel aktivasyonu,
Sitokinler koagiilasyon/kompleman sistemi

TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18 aktivasyonu, adezyon molekiilleri,

IL-12, 1L-15 prostaglandin, nitrik oksid sentetaz,
akut faz proteinleri, ates.

Kemokinler Inflamatuar hiicrelerin mobilizayonu ve

IL-8 vb. aktivasyonu, makrofaj aktivasyonu

Lipid Mediyatorler

Vaskiiler endotel ve ekstrensek
Tromboksan A2, PAF, ,
. . koagiilasyon yolunun aktivasyonu,
Prostaglandinler, Lokotrienler

Doku Faktorii (TF)
Oksijen Radikalleri
Stiperoksit ve hidroksil radikalleri NO

vazokonstriksiyon/vazodilatasyon

Antimikrobik etki,

4 3 3 3

vazokonstriksiyon/vazodilatasyon

Sekil 3: Sepsis patogenezinde mediatérler™

Endotoksin ayrica kompleman sistemini de aktive eder. Agiga c¢ikan C3a ve C5Sa
bazofil ve mast hiicrelerini uyararak, histamin basta olmak iizere ¢ogu hipotansiyona neden
olan vazoaktif bazi mediatorlerin salgilanmasma neden olur. C5a ayrica nétrofillerin
aktivasyonunu ve endotel hiicrelere yapigsmasini saglar. Endotel hiicresi tarafindan salgilanan,
daha once endotel deprese edenfaktdr olarak bilinen nitrik oksit (NO) sepsisteki yaygin
vazodilatasyondan sorumludur. Endotoksin etkisi ile aktive olan sistemlerden biri
dekoagiilasyon sistemidir. Sepsiste hiicrelerden salinan sitokinlerin ¢ogu trombin yapimini
uyarmakta, baslangicta ekstrinsik yol ve daha sonra faktdr XII aktivasyonuile intrinsik
koagiilasyon sistemi aktive olmaktadir. Mikrovaskiiler yatakta fibrin trombiisleri olusarak,
organ yetersizligine katkida bulunur. Pihtilasma proteinlerinin tiiketimi kanamaya yol
agmakta, hastalarda hem kanama, hem trombiis gelisimi birlikte goriilmektedir. Diger taraftan

fibrin, plazmin tarafindan pargalanarak fibrinolizise neden olmaktadir. Dissemine
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intravaskiiler koagulasyon (DIK) olarak tanmimlanan bu tablo sepsisteki kétii prognozun en
6nemli nedenlerinden biridir® ** 32,

Sepsisteki bir hasta biiyiik olasilikla ¢oklu organ yetmezligi ile kaybedilir. Hastada
tipik olarak 6nce tek organ yetmezligi gelisir. Daha sonra sepsis nedeni ortadan kaldirilmazsa
coklu
organ yetmezligi gelisir. Hastalarin yogun bakima ilk geldiklerindeki organ
disfonksiyonlarinin siddeti ve yogun bakimdaki izleminde organ yetmezligi sayist ile
mortalite arasinda yakin bir iligki vardir. Eger dort veya bes organ yetmezligi varsa, yapilan
tedavinin tiirine ve yogunluguna bakilmaksizin mortalite %90’ iizerindedir®. Organ
yetmezliginin patogenezinde birgok faktor etkilidir ve tam olarak anlasilabilmis degildir.
Yukarida da belirtildigi gibi fibrin birikimine bagli olarak mikrovaskiiler okliizyon, doku
eksiidasinin birikimi ile oksijenizasyonun daha da bozulmasi ve PAF, histaminler ve
prostanoidler gibi vazoaktif ajanlarin mikrovaskiiler homeostazisi bozmasi temel etkenler
olarak goriilebilir (Sekil 8).

Ozellikle nétrofillerden salinan lizozomal enzimler ve serbest oksijen radikalleri
dokuyu dogrudan hasara ugratir. Degisik etkilerle tetiklenen indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
enzimi nitrik oksit yapimini asirt derecede arttirir. Asirt nitrik oksit salinimi hem vaskiiler

instabiliteye hem de miyokard depresyonuna neden olur® °.
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Sepsisde Kaskat Sistemi
Bakteriyel tirtinler (LPS)
‘ )
Kompleman kaskadi \ M\akro 3
Doku faktori salinimi & & P )
Akoagtilasyon kaskadi P
Fibrinotik baskilama -
v —
Nétrofil 4
aktivasyonu,
a grl:ga:yo:u Trombosit Arasidonik asit Sitokin T-hiicrelerinden
degran(llasyc;nu agregasyonu Urtinlerinin salinimi Kaskadi IL-2,INF-_
Serbest oksijen g | Tromboksan A2 TNF-_ GM-CSF salinimi
radikalleri ve L Vaskiler Prostaglandmler IL-1
proteazlarin —p Endotel hasan Lokotrienler IL-6
< PAF
salinimi
<
——p Sepsis B Adirsepsis p Septik flok MODS p lyilesme/Oliim

Sekil 4: Sepsiste organ yetersizligi gelisimi®

2.5. Sepsis ve Akut Bobrek Yetmezligi

Yogun bakim hastalarinin yaklasik % 35'inde ABY goriilmekte olup % 50'sinden
fazlasinda en dnemli neden sepsis ve septik soktur *>*!. Dolayisiyla, yogun bakim iinitesine
yatan tiim hastalarin % 15-20'sinde septik ABY ile karsilasihr® *?. Septik akut bobrek
hasarinin mortalitesi hasarin siddetine gore % 20.9 ile % 56.8 arasinda degismektedir *> %, Bu
nedenle, yogun bakim hastalarinda bu kadar biiyiik bir sorun olan akut bobrek hasarinin
taninmasi, patogenezinin iyi anlasilimasi ¢ok énemlidir.

2.5.1. Tamim

ABY igin daha oOnceleri degisik tanimlar kullanilmakta idi. Bu durumun tanimi ve
siniflamast igin ortak bir dil olusturulmas: amaciyla RIFLE (Risk,injury, Failure, Loss of
kidney function, End-stage kidney disease: risk, hasar, yetersizlik,bobrek fonksiyon kaybi,
son donem bobrek hastaligl) ve AKIN (Acute Kidney injury Network: Akut Bobrek Hasar1

Ag1) siniflamalan gelistirilmistir*® *°. AKIN siniflamasina gore ABY, 48 saat iginde serum
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kreatininde >0.3 mgr/dl veya >%50 artis veya oligiiri (6saatten uzun siire <0.5 ml/kg/saat

idrar ¢ikig1) olarak tanimlanmistir (Tablo 1).

Kreatin degeri ol¢iitii Idrar ¢ikis1 olgiitii
Evre | Kreatininde >0,3 mgr/dl ya | <0,5 ml/kg/saat
da 1,5-2 kat artis >6 saat
Evre 1l Kreatininde >2-3 kat artis <0,5 ml/kg/saat
>12 saat
Evre I Kreatininde >3 kat ya da <0,3 ml/kg/saat
>4 mgr/dl {izerinde artig (en | >24 saat
az 0,5 mgr/dl 1 akut) Veya aniiri 12 saat

Tablo 1: AKIN siniflama/dereceleme sistemi %¢4°.

Renal replasman tedavisi alan hastalar, replasman tedavisi baslandiginda hangi evrede

olursa olsun evre 3 kabul edilirler.

SGFR Kriten Didrez kriteri
) Serum Crl, 5 veya Ditirez=0_5 mlL/kg/saat -
Risk GFR de =%25 <Eh Yilksek
Sensitivite
Serum Crx2 veya Didrez==0,5 mLMkg/h
Injury GFR de >%50 xi=h
| Serum Crx3 Dhidrez=0,3 mL/kalh
| . GFR %75 azalma X240 veya
Failure veya SCr? 4 mg/dl.  andrix12h §
=0 5 mgidL akut arbs S Yiuksek
Spesifite
Perzistan ABY =4 haftadan uzun tam bdlrek
Loss fonksiyvon kayln
=3 Saon Ddnem Bobrek etmezligi
ESKID = =

Sekil 5: RIFLE siniflamasinin sematik sunumu®®°,

RIFLE kriterlerinin
v Bobrek fonksiyonlarinin diizelmesini,
v Replasman tedavisine gereksinimi,

v Hastanede kalis stiresini,
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v' Hastane mortalitesini 6ngorebildigi ileri siirilmektedir™.

2.5.2. Sepsiste ABY Patogenezi

Septik akut bobrek hasarinin anlasilmasi, insanlarda  tekrarlayan  bobrek
biyopsilerinin  alinmasi etik olmadigindan ve var olan histopatolojik bilginin yonlendirici
olmamasi  nedeniyle, hayvan c¢alismalarindan elde edilen bilgilere ve dolayli
degerlendirmelerden yaptigimiz c¢ikarimlara  dayamir®® “°. Ne yazik ki, hayvanlarda
kullanilan iskemi-reperfiizyon ve ilaca bagl hasar modelleri septik akut bobrek hasarimi
tiimiiyle yansitmaz*® 4® 2,

Sepsiste bobrek fonksiyon bozuklugu belirti ve bulgulart oligiiri, poliiiri, proteiniri,
azotemi, 6zgiil olmayan iriner kastlar seklindedir. Bu hastalarda siklikla akut tiibiiler nekroz;
nadiren kompleks vakalarda kortikal nekroz, glomeriilonefrit veya interstisyel nefrit tablosu
klinige hakimdir. Sepsisve birlikte goriilen ABY'nin anlagilmasi i¢in sepsiste kan akimi, renal
hemodinamikler, sistemik ve lokal mediyatorler ve bunlarin klinige etkileri bilinmelidir>.

Septik ABY patofizyolojisinde en tartismali noktalardan  biri, renal kan akiminin
nasil  degistigidir. Sepsise ¢ogu zaman eslik etti§ini gordii§iimiiz renal hipoperfiizyonun
renal iskemik hasar yaratarak sepsis ve ABY birlikteligine katkida bulundugu uzun siireden
beri kabul gdren kavramlardan biridir®® **. Sepsiste aynen travmada oldugu gibi siklikla sivi
ac131 oldugu gosterilmistir °* *°. Bu acik yerine kondugunda kardiyak debi artar periferik
vaskiiler diren¢ diiser™ >°, Boylece kan voliimii artar, ekstraseliiler sivi genisler. Bu duruma
hiperdinamik tablo denir. Sepsisteki renal kan akimi degisiklikleri hem deneysel ¢alismalarda
hemde sepsis hastalarinda yapilan calismalarda degerlendirilmistir’. Ancak bazi deneysel
caligmalar toplam bobrek kan akimi  normal olmasina ragmen septik  ABY
olusabildigini gostermislerdir®® . Sepsis hastasinda énemli bir sivi kaybi sebebi sepsis

poliiirisidir59. Sepsis politirisinin agiklanmasinda dort ayr1 mekanizma 6ne siirtilmiistiir;
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1-Tibiillerde onkotik basincin azalmasina bagl tiibiillerden disariya tuz ve su akimu.

2-Laktik asidoz ve sepsise bagli su ana kadar tanimlanamamais yan iiriinlerden

kaynaklanan artmis ozmotik aktivite ve ozmotik diiirez.

3- Politirik sepsis hastalarinda ADH donem donem tedavi amaci ile kullanilmistir. Bu

da bir diyabet insipit modeli ile agiklanmaya calisilmistir.

4-Aldosteron reseptor blokajminda politiriyi etkilemesi belirleyicidir.

Hastalarin aldig1 ve ¢ikardigi sivilarin miktar1 yakindan izlenmelidir. Bu hastalarda
poliiiri ve solunum yetmezligi siklikla birlikte seyrettiginden santral vendz basing takibi
mutlaka yapilmalidir. Bu tiir durumlarda sivi destegi verebilmek ig¢in mekanik ventilator
destegi de siklikla gerekmektedir. Sepsis politirisinden sonraki oligilirik donem c¢ogunlukla
mortal seyreder. Idrar sodyum konsantrasyonu da sivi replasmanmin temel izlem
kriterlerinden biridir>>.

Sepsiste, ¢ok cesitli inflamatuvar  sitokinler, arasidonik asit metabolitleri,
vazoaktif maddeler, trombojenik ajanlar ve diger biyolojik olarak aktif mediatérler
salgilanmaktadir. Organ yetersizliklerinin gelismesinde bu maddelerin aktif rol oynadiklar

46, 60, 61

diistiniilmektedir . Bobreklerin  sitokinlere  baglh hasara ¢ok duyarli olduklart

diisiiniilmektedir®.

2.5.2.1. Sistemik mediatorler

Sistemik dolasimdaki norepinefrin, anjiyotensin II ve vazopressin diizeyleri sepsiste
yiikselir. Anjiyotensin II postglomeriiler vazokonstriksiyon, filtrasyon fraksiyonunda artis,
mezangial hiicre kontraksiyonu, sempatik sistem aktivasyonu ve intrarenal vazodilator

prostoglandinlerde artis gibi etkilerle patogeneze katkida bulunur®.
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2.5.2.2. Lokal mediatorler

1-Sitokinler (TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-13)

Glomeriil endotel ve mezangial hiicrelerde PAF, endotelinl, adenozin gibi
vazokonstriktor ve nitrik oksit (NO), PGE2 gibi vazodilator maddelerin sentezlerini arttirirlar.
Sepsiste hayvanmodellerinde 6énemli renal hasar yaptiklari ve TNFa’nin direk olarak endotel
mezangial hiicre hasar1 yaptigi gosterilmistir®. Sitokinler, glomeriil kapillerlerinde nétrofil
agregasyonu ve toksik madde salinimini arttirirlar. Mezangial ve endotel hiicrelerinde doku
faktoriinii etkileyerek damar ig¢ive glomeriiler fibrin birikimi ile mezangial hiicrelerden reaktif
oksijen metabolitleri agiga ¢ikmasia sebep olurlar. Ayrica renal plazminogen aktivator
inhibitorii salgilatarak fibrinolizi engellerler. Bu etkilerin lokal TNF, IL-1 ya da sistemik
TNF, IL-1°den hangisine bagli oldugu netlik kazanmamistir. Septik hayvan modellerinde
immiin-histokimyasal tekniklerle glomeriiler endotel hiicrelerde IL-1 ekspresyonu ve bu
glomeriillerde notrofil sayisinda artis gosterilmistir. Deneysel endotoksemide birgok renal
yapida graniilosit artis1 belirlenmistir. Bu graniilositlerden agiga ¢ikan proteazlar, oksijen
serbest radikalleri ve vazoaktif maddeler bolgesel renal iskemi ve renal hasar gelisiminde
onemli faktorlerdir®®. Son yillarda yapilan calismalarda anti-TNF monoklonal antikor
inflizyonlar ile TNF-a, IL-6,IL-8 konsantrasyonlarinin azaldigi, kompleman aktivasyonunda
degisiklik olmadigi gésterilmistir64. Bu antikorlarin klinik etkilerinin daha ¢ok arastirilmasi

gerekliligi ortadadir.

2. Adezyon molekiilleri
Adezyon molekiillerinin sepsiste sitokinler, kompleman sistemi ve PAF gibi
maddelerin etkisi ile kalitatif ve kantitatif olarak yeniden diizenlendigi hayvan deneylerinde

gosterilmistir. Ayrica iskemi-reperfiizyon modelinde olusan oksijen metabolitlerinin de
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adezyon molekiillerini artirdigi saptanmistir. Adezyon molekiillerine karsi monoklonal

antikorlarin deneysel modellerde ABY olusumunu 6nlemede koruyucu oldugu gozlenmistir®.

3-Serbest oksijen radikalleri

Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama
sirasinda da gesitli serbest radikaller olusur. Aragidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen
metabolitlerinin énemli bir kaynagidir. Fagositik 16kositler opsonize mikroorganizmalar, C5a
kompleman fragmani, 16kotrien B4, bakteriyel orijinli N-formil oligopeptitler gibi partikiiler
ya da ¢oziinebilir bir uyariciyla uyarildiklarinda lizozomal komponentleri disartya vermeye
baslarlar ve reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuyla birlikte mitokondri disinda oksijen
tiketiminde bir patlama (solunumsal patlama) gosterirler. Fagosite edilmis bakteri,
solunumsal patlama {irlinlerinin etkisiyle Oldiiriiliir. Ancak bu oksidan {iriinler hiicrelerin
antioksidan savunma gii¢lerini agtiginda normal konak hiicrelere zarar verirler.

Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine karst hassastir. Bununla
birlikte kendilerini oksidanlara karst koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan sistemleri,
stiperoksidi hidrojen perokside doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksidi
suya indirgeyen katalaz (CAT), hidrojen peroksidi detoksifiye edici glutatyon peroksidaz-
glutatyon reduktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden E vitamini ve C vitamini gibi
antioksidanlardir®. Endojen renal vazodilatér prostoglandinlerin sentezinde ve nitrik oksitin
ortamdan uzaklastirilmasinda rol oynayarak renal vazokonstriksiyona neden olurlar. Renal
iskemi ve reperfiizyon sonrasi gelisen vazokonstriksiyonda deneysel modellerde siiperoksit
dismutazin etkili oldugu gosterilmistir®® ",

4- Arasidonik Asit Metabolitleri
Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve

plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine neden olur. Siklooksijenaz ile
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arasidonik asidin metabolizmasi1 sonucunda prostaglandinler ve tromboksanlar olusurken,
lipooksijenaz ile lokotrienler olusur. Hem prostaglandin E2 hem 12 (prostasiklin) renal
vazodilatasyon ve natriiirezise neden olurken, tromboksan A2 ve lokotrienler potent renal
vazokonstriiktordiir®. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest radikal
ara iriinleri meydana gelirler. Aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal {iretimine
"enzimatik lipid peroksidasyonu™ denir.

Serbest radikallerle prostaglandin metabolizmasi birbiriyle yakindan iligkilidir. Reaktif
oksijen metabolitleri, fosfolipaz aktivasyonu yoluyla prostaglandin E2, prostaglandin F2,
6-keto prostaglandin Fla ve tromboksan B2 sentezini saglarlar. Prostaglandin E2 ve

12(prostasiklin) de adenilat siklaz1 aktive ederek cAMP sentezini artirirlar®,

Endotoksin, anjiyotensin I, vazopressin IL-1, PAF ve serbest oksijen radikalleri
potent olarak TxA2'ninmezangial ve tiibiiler hiicrelerde sentezini artirirlar.Hayvan
caligmalarinda TxA2 inflizyonu renal kan akimmi azalttigi, afferent arteriol
vazokonstriksiyonu yaptigi, filtrasyon fraksiyonunu azalttigi gosterilmistir. Trombosit
aktivasyonunu arttirmasindan dolay1 sepsiste goriilen trombosit agregasyonu ve
trombozlardan sorumludur. Sepsis ve ABY iliskisinde renal parankimden agiga ¢ikan

TxA2’nin sistemik dolasimindaki gore daha etkili oldugu gésterilmistirm.

Nitrik oksit(NO)

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) bobrekendotelyal hiicreleri tarafindan iiretilir ve
damar gevsemesinde, l10kosit adezyonu vetrombosit agregasyonunun 6nlenmesinde
onemli rol oynar. Iskemik bdbreklerde eNOStarafindan olusturulan NO salinimimin

bozuldugubilinmektedir71. Bazi kii¢iik calismalardakisa siireli secici olmayan NOS
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inhibisyonununseptik hastalarda kan basincinda artis, sistemikvaskiiler rezistansta artis ve

kardiyak“out-put”ta azalmaya yol actig1 gosterilmistir'>

2.6. Sepsis Tedavisi

En son 2008 yilinda yayinlanmis olan “Siddetli Sepsis ve Septik Soka Yaklasim igin
Sepsiste Sagkalim Kampanyas: Guideline”mma bir giincelleme sunmak amaciyla 30
uluslararasi organizasyonu temsilen 68 kisilik uluslararast uzmanin yer aldig1 bir konsensus
komitesi olusturulmustur. Uzmanlar kanit diizeyi kalitesini yiiksekten (A) en disiige (D)
dogru siralarken ve oOnerilerin giictinii gii¢lii (1) veya zayif (2) olarak belirlerken GRADE
(Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation) sistemininde
belirtilen prensipleri izlemisler ve diistik kaliteli kanitlarin olmasi durumunda giiglii 6nerilerde
bulunmaktan kaginmay1 gerektirecek potansiyel c¢ekinceler vurgulanmistir. Bazi Oneriler
derecelendirilmemistir (UG).

Oneriler 3 ana grup altinda ‘[oplanm1st1r;74

1) Direkt olarak siddetli sepsisi hedef alanlar

2) Siddetli sepsis gelismesi muhtemel kritik derecede hasta olan kisilerde genel
yaklagim

3) Pediatrik degerlendirmeler

X8 Kategori halinde listelenmis olan anahtar Oneriler su sekildedir: Tam
konulduktan sonraki ilk 6 saat i¢inde septik hastaya erken kantitatif resusitasyon uygulanmasi
(10).

X8 Antibiyotik tedavisinden 6nce kan kiiltiirii alinmasi (1C).

<> Potansiyel enfeksiyon odagini belirlemek i¢in yapilan goriintiileme yontemleri

(UG).
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X/

- Septik sok tanist konulduktan sonraki ilk 1 saat i¢inde genis spektrumlu
antibiyotik tedavisine baslanmas1 (1B) ve septik sok olmaksizin siddetli sepsis (1C).

<> Tedavi amaglart olarak ise antimikrobiyal tedavinin giinliik olarak
degerlendirilmesi ve uygun oldugu zaman azaltilmasi (1B).

<> Tan1 koyulduktan sonraki ilk 12 saat i¢inde secilen yOntemin yarar/zarar
dengesi degerlendirmesi géz oniine alinarak enfeksiyon odagi kontrolii saglanmasi (1C).

<> Kristaloid ile baslangi¢ siv1 tedavisinin saglanmasi (1B).

<> Yeterli arteriyel basi¢ saglanmasi i¢in fazla miktarda kristaloid ihtiyaci olan
hastalarda albumin tedavisine baslanmasinin degerlendirilmesi (2C) ve hetastarch
formiiliinden kaginilmas1 (1C).

<> Sepsisin indiikledigi doku hipoperfiizyonu olan hastalarda ve hipovolemiden
siphelenilen hastalarda en az 30 mlL/kg kristaloid baslangic sivi uyarimi (challenge)
yapilmasi (baz1 hastalarda daha hizli uygulamak gerekebilir) (1C).

<> Statik veya dinamik verilere dayanarak hemodinamik verilerde gelisme
kaydedilene kadar s1vi uyarimi teknigine devam edimesi (UG).

> Arteriyel basincin 65 mmHg ve lzeri olacak sekilde tutulmasi icin tercih
edilecek ilk yontemin vazopressor olarak norepinefrinin kullanilmasi (1B).

<> Yeterli kan basincinin saglanmasi adina ek bir ajana ihtiya¢c oldugunda
epinifrinin secilmesi (2B).

<> Ortalama arteriyel kan basincinin artirilmasi i¢in veya norepinefrin dozunun
azaltilmast i¢in vazopressin (0.03 U/dk) kullanilabilir fakat ilk secilecek vazopressor ajan
degildir (UG).

<> Cok istisnai  kosullarin  olmadigr  durumlarda dopamin  kullanimi

onerilmemektedir (2C).
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<> Kardiyak dolum basincinin artmis olmasi ve diisiik kardiyak output oldugu
durumlarda diisliniilen miyokardiyal disfonksiyon veya

<> Yeterli intravaskiiler voliim olmasina ve yeterli ortalama arteriyel kan basinci
olmasina ragmen hipoperfiizyon bulgulart mevcutsa dobutamin baslanabilir veya vazopressor
tedavisine eklenebilir (1C).

<> Yetigkin septik sok hastalarinda hemodinamik stabilite sivi tedavisi ve
vazopressOr tedavi ile saglanabiliyorsa hidrokortizon tedavisinden kaginilmalidir (2C).

<> Iskemik koroner arter hastaligi, akut hemoraji veya doku hipoperfiizyonu
olmadigi durumlarda hedef hemoglobin degeri 7-9 g/dL’dir (1B).

X Akut respiratuar distres sendromunda (ARDS) diisiik tidal volim (1A) ve
inspiratuar plato basincin sinirlandirilmasi (1B).

<> ARDS’de en azindan minimal de olsa bir pozitif ekspresyon sonu basing
(PEEP) uygulanmasi (1B).

<> Sepsisin indiikledigi orta veya siddetli ARDS’de daha yiiksek degerlerde PEEP
uygulanmasi (2C).

<> ARDS’ye bagh siddetli refrakter hipoksemi gelisen sepsis hastalarinda takviye
manevralarinin yapilmasi (2C).

<> PaO2/Fi02 oran1 100 mm/Hg’nin altinda olan sepsisin indiiklemis oldugu
ARDS hastalarinda uygulama hakkinda tecriibeli olan kurumlarda pron pozisyon verilmesi
(2C).

<> Kontrendike olmadigi durumlarda mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda
yatak basinin yiikseltilmesi (1B).

> Doku hipoperfizyonu bulgusu olmayan oturmus ARDS hastalarinda

konservatif (geleneksel) s1vi tedavisi yaklasiminin uygulanmasi (1C).

X Mekanik ventilasyondan ayirma ve sedasyon protokolleri (1A).
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X/

> Intermittan bolus sedasyon veya spesifik titrasyon endpointlerini hedef alan
stirekli inflizyonlarin kullanimini en aza indirme (1B).

<> ARDS’li olmayan septik hastalarda noéromuskiiler blokerlerin kullanimindan
kacinma (1C).

<> Pa02/FiO2 oran1 <150 mm Hg erken donem ARDS hastalarinda kisa stireli
noromuskiiler blokerlerin kullnilmasi (48 saatten kisa olmak iizere) (2C).

<> Kan sekeri diizeyi yonetiminde porotokole dayali bir miidahalede bulunma, iki

ardisik 6lciimde kan sekeri 180 mg/dL’nin iizerindeyse insiilin kullanimi, kan sekeri diizeyi

icin iist limitin 180 mg /dL olarak belirlenmesi (1A).

<> Siirekli veno-vendz hemofiltrasyon veya aralikli hemodiyaliz (2B).
<> Derin ven trombozuna yonelik profilaksi (1B).
<> Kanama riski olan hastalarda iist gastrointestinal sistem kanamasini onlemek

icin strese bagl iilser profilaksisinin kullanilmasi (1B).

<> Tam olarak a¢ birakmak yerine oral veya enteral (gerekli durumlarda)
beslenme, siddetli sepsis veya septik sok durumlarinda ise ilk 48 saat icinde sadece
intravenoz glukoz ile besleme (2C).

<> Miimkiin oldugunca erken fakat en ge¢ yogun bakima yatistan sonra ilk 72 saat
icinde tedavi planinin yapilmasi ve 6liim sonrasi planlamanin yapilmasi (uygun sekilde) (2C).

<> Pediatrik hastalarda siddetli sepsisteki Oneriler ise sunlar1 kapsamaktadir; Yiiz
maskesi, ylksek akim kapasiteli nazal kaniiller, respiratuar distres veya hipoksemi
durumlarinda ise PEEP ile oksijen tedavisi (2C).

> Fizik muayenede yer alan kapiller dolum gibi terapdtik endpointlerin

kullanilmas1 (2C).
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X/

- Hipovoleminin eslik ettigi septik soklarda 5-10 dk igerisinde 20 mL/kg
kristaloid (veya esdeger miktarda albiimin) vermek ic¢in alblimin veya kristaloidlerin
kullanilmas1 (2C).

<> Artmis sistemik vaskiiler direncin oldugu diisiik kardiyak outputlu septik sokta
inotroplarin ve vazodiladatorlerin daha sik kullanilmasi (2C).

<> Sadece adrenal yetmezlik oldugundan siiphelenilen veya kanitlanan hastalarda

hidrokortizon tedavisinin kullanilmasi (2C).

Sonug olarak uluslararast uzmanlarin olusturdugu genis toplulukta pekcok diizey 1
Onerinin siddetli sepsis hastalarinda en iyi tedavi segenegi oldugu hususunda giiclii bir goriis
birligi mevcuttur. Tedavi konusunda izlenen yontemlerin 6énemli bir kisminin goreceli olarak
zayif dayanagi olmakla beraber; sepsis ve septik sok durumlarinda izlenmesi gereken akut
yaklagimlar bu kritik hasta grubunda daha iyi sonuglar elde edilebilmesi icin gerekli olan

kaynagi teskil etmektedir’™.

Sepsiste Yeni Tedavi Yaklasimlar: Asagida Ozetlenmistir .76

Bu yaklagimlarin amaci bakteri toksinleri ve mediyatorlerin nétralize edilmesi yoluyla
sendromun ilerleyisini durdurmak veya yavaslatmak esasina dayanir. Bu amagla yiiriitiilen
caligmalarda bakteri toksinleri (endotoksin), TNF-a, IL-1 gibi inflamatuvar yanitta rol
oynayan sitokinler, notrofil gibi inflamatuar hiicreler, NO, PAF, bradikinin gibi inflamatuar

yanitin ¢esitli elemanlar1 hedef olarak alinmaktadir.

A. Antiendotoksin Tedavi:

1. Poliklonal antikorlar (J5)
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2. Monoklonal antikorlar (E5, HA-1A)

B. Antisitokin Tedaviler:

1. Anti-TNF antikorlar

2. IL-1 reseptor antagonistleri (IL1ra)

C. Notrofillere Yonelik Tedavi Yaklasimlari:

1. Monoklonal 16kosit adezyon kompleks (CD11/18) antikorlar1
2. G-CSF

D. NO sentez inhibitorleri

2.7. Amiodaron

O

Sekil 6: Amiodaron’un molekiil yapis1’’
Amiodaron ¢ok yonlii bir iyon (Ca++, Na+, K+) kanal blokerdir. Diger yandan kalp

hiicrelerinde yarismasiz olarak alfa ve betablokerdir. Diger yandan kalp hiicrelerinde
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yarismasiz olarak alfa- ve beta blokerdir. Ventrikiiler ve supraventrikiiler tasiaritmilerin pek
cogunun etkili bir sekilde tedavi edilmesinde kullanilan anti-aritmik ve anti-anjinal bir
aj andir’®, 6zellikle hayati tehlike olusturacak sekilde ventrikiiler tasiaritmisi olan yiiksek riskli
hastalarin farmakolojik tedavisi i¢in altin-standart olarak kabul edilmektedir™®. Amiodaron’un
ilk kesfedilen 6zelligi onun anti-anjinal 6zelligi olmasina ragmen aksiyon potansiyeli siiresini
klinik agidan onemli oranda artirdigi belirlenmis®™ bunu takiben de ventrikiiler ve
supraventrikiiler aritmileri iyilestirerek yasam kalitesini yiikselten sinif III antiaritmik bir ilag
olarak kullanilmaya baslanmistir®. AMI’'min hem MI hem de konjestif kalp yetmezligi sonrasi
meydana gelen aritmilerden kaynaklanan ac1 ve agrilardan muzdarip olan hastalarda kullanim
icin giivenli oldugu tespit edilmistir®.

Amiodaron higbirisi aritmi baskilayic1 6zelligi ile agikea iligkilendirilemeyen cesitli
farmakolojik etkiler gosterir®™. Amiodaron tiroid hormonunun yapisal analogudur. Antiaritmik
ozelliklerinin bazilar1 ve toksisitesi niikleer tiroid hormon reseptorleri ile etkilesmesine bagl
olabilir. Amiodaron son derece lipofiliktir. Birgok dokuda konsantre olur ve eliminasyonu son
derece yavastir ve buna bagli olarak yan etkileri de son derece yavas diizelir. ABD’de
tekrarlayan ventrikiiler tasikardili veya diger ilaglara direncli fibrilasyonlu hastalarda oral
tedavi i¢in onaylanmistir. Oral Amiodaron ayrica atiral fibrilasyonlu hastalarda siniis ritmini
sirdiirmede de etkilidir®. Intravenéz formu ventrikiiler tasikardi veya fibrilasyonun akut
sonlandiriimasinda endikedir®™. Hastane disi kardiyak arrestlerde ilk tercih olarak lidokainin
yerini almistir®®. Etki mekanizmasindaki belirsizliklere ve ciddi toksisite potansiyeline
ragmen Amiodaron atrial fibrilasyon gibi sik goriilen aritmilerin tedavisinde c¢ok yaygin

olarak kullanilmaktadir’" &’
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2.7.1. Farmakolojik Etkileri

Amiodaron’un suda ¢oziinememesi ve dimetilsiilfoksit gibi ¢oziiciilerin kullanilmasini
gerektirmesi akut etkileri ile ilgili in vitro sistemlerdeki c¢aligmalar1 giiglestirmektedir.
Amiodaron’un etkileri, iyon kanallarmm lipid ¢evresini bozmasiyla ilgili olabilir®,
Amiodaron inaktif durumdaki sodyum kanallarin1 bloke eder ve goreceli olarak yiiksek bir
bloktan kurtulma hizi vardir. Ayrica kalsiyum akimimi ve gegici disa yonelik gecikmig
dogrultucu ve i¢e yonelik dogrultucu potasyum akimini azaltir ve kompetetif olmayan
adrenerjik bloke edici etki gosterir. Amiodaron anormal otomasiteyi giiglii sekilde inhibe eder
ve ¢ogu dokuda aksiyon potansiyeli siiresini uzatir. Amiodaron, sodyum kanal blogu ve
hiicreler aras1 baglanma iizerine etkileriyle ve hasta dokuda iletimin hizini azaltr®. PR |
QRS ve QT intervallerini uzamasi ve siniis bradikardisi kronik tedavi sirasinda sik goriiliir.
Amiodaron tiim kalp dokusunda yanitsizlig1 uzatir; sodyum kanal blogu, potasyum kanal

bloguna bagli gecikmis repolarizasyon ve hiicreler arasi baglanmanin inhibisyonu bu etkiye

katkida bulunabilir’’.

2.7.2. Klinik Farmakokinetik Ozellikleri

Amiodaron'un oral biyoyararlanimi muhtemelen emilmesinin az olmasi nedeniyle
yaklagik %30’dur. Bu tam olmayan biyoyararlanim intravendz tedaviden oral tedaviye gegise
esdeger doz rejimini hesaplamada 6nemlidir. Ilag yagda dagilir. Amiodaron tedavisinin
baslanmasindan sonra farmakolojik etkinin bir gdstergesi olan yanitsizlikta artis gelismesi i¢in
birka¢ hafta gerekmektedir. Amiodaron karacigerde metabolize edilerek CYP3A4 ile ana ilaca
benzer farmakolojik etkilere sahip bir metabolit olan desetil-amiodaron’a doner. Birkag yildir
Amiodaron tedavisi alan bir hastada tedavi kesildiginde plazma konsantrasyonlar1 haftalar ile

aylar arasinda bir yarilanma Omrii ile azalir. Amiodaron ve desetil-amiodaronun elimine
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edilmesinin mekanizmasi tam olarak saptanmamistir. Amiodaron‘un dokularda yavas birikim
nedeniyle idame tedavisi bagslanmadan 6nce genellikle birka¢ hafta siireyle yiiksek doz oral
yiikleme tedavisi uygulanmaktadir.idame dozu yan etkilere ve tedavi edilen aritmilere gore
ayarlanir. Cok yavas eliminasyonu nedeniyle Amiodaron gonde bir kez uygulanir ve kronik
tedavi sirasinda bir veya iki dozun atlanmasi nadiren aritminin tekrarlanmasi ile sonuglanir.
Karaciger, bobrek ve kalp disfonksiyonunda doz ayarlanmasi gerekmez. Amiodaron
muhtemelen bir¢cok maddenin karacigerde metabilze olmasin1 veya bobrekten atilimini
engeller. Varfarinin,diger antiaritmikler (6rn.flekainid,prokainamid ve kinidin) veya

digoksinin dozlarinin genellikle Amiodaron tedavisi sirasinda azaltilmasi gerekmektedir'” "’

2.7.3.Yan etkiler

Vazodilatasyona bagli hipotansiyon ve deprese miyokard performansi Amiodaron'un
intravendz formu ile gorilir ve kismen ¢o6ziicliye bagli olabilir. Uzun dénem oral tedavi
sirasinda kontraktilite azalmasi nadirdir. Uzun donem devam edildiginde ciddi toksisiteye
neden olabilecek yiiksek dozlarin uygulanmasina ragmen tipik olarak birkac hafta siiren oral
ilag-yiikleme tedavileri sirasinda yan etkileri nadir goriiliir. Yiikleme fazi sirasinda bazi
hastalarda giinliik dozu azaltmaya yanit veren bulanti gérﬁlebilir”.

Uzun donem tedavi sirasindaki yan etkiler, dokuda birikmenin sorumlu olabilecegini
diisiindiiriircesine hem giinliik siirdiirme dozunun hem de kiimiilatif dozun (dolayisiyla tedavi
sliresinin) boyutunu yansitir. Kronik Amiodaron tedavisi sirasindaki en ciddi yan etki hizl
ilerleyen ve 6liimciil olabilen pulmoner fibrozistir. Altta yatan akciger hastaligi, 400 mg/giin
ve lizerindeki dozlar pndmoni gibi yakin zamanda gegirilmis pulmoner hastaliklar risk faktorii
olarak gérﬁlmektedirgo. Seri halinde ¢ekilmis akciger grafileri veye pulmoner fonksiyon
testleri arastirmalar1 erken dénem Amiodaron toksisitesini tespit edebilir, fakat plazma

konsantrasyonunu takip etmek heniiz anlamli degildir. Atrial fibrilasyonda kullanilan 200
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mg/glin veya diisiik dozlarla pulmoner toksisite nadirdir. Uzun dénem tedavi sirasindaki diger
yan etkiler, korneada mikrodepozitler (siklikla semptomsuzdur), karaciger disfonksiyonu,
noromiiskiiler belirtiler (en siklikla periferik ndropati veya proksimal kas giicsiizliigi),
fotosensitivite ve hipo-hipertiroidizm yer alir. Hayati tehdit eden pulmoner toksisite icin
tedavi, ilacin birakilmasi ve kortikosteroidleri igeren destekleyici tedbirlerden olusur; ilag
yeterli goriildiiyse ve yan etkiler hayati tehdit edici degilse dozun azaltilmasi yeterli olur.
Belirgin QT uzamasi ve bradikardi kronik Amiodaron tedavisinde tipik olmasina ragmen

torsades de pointes ve diger ilaca bagli tasiaritmiler nadirdir’’.

2.7.4. Amiodaron ve antioksidan aktivite

Amiodaron’un son yillarda antienflamatuar ve antioksidatif 6zelliklerinin de oldugu
belirtilmektedir’® %%, Bu giine kadar yapilmis sepsis ve endotoksemili hayvan modelli
calismalarda Amiodaron’un serbest oksijen radikal hasarini engelleyerek multiorgan
yetmezligine gidisi engelledigi, ve mortaliteyi de azalttig gésterilmistirg. Yapilan bir
calismada Amiodaron’un serbest oksijen radikallerinin yaptig1 oksidatif hasara kars1 kardiyak
myositleri korudugu gosterilmistir™. Baska bir ¢alismada da Amiodaron’un mitokondriyal
membranlardaki lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir®.

Amiodaronun’un tiroid fonksiyonlar1 ve fosfolipid metabolizmasinda da etkili oldugu
bildirilmistir“. Amiodaron’un aragidonik asit metabolizmasinda inflamatuar mediatorlerin
tiretilmesinde ilk basamagi olusturan fosfolipaz enzimini inhibe ederek antioksidan aktiviteye
katki sagladig1 rapor edilmistir%. Amiodaron’un serbest oksijen radikal hasarimi azaltarak
multiorgan yetmezligine gidisi azalttigi, sepsis ve endotoksemili farkli hayvan deneylerinde

mortalitiye azalttig1 bildirilmistir'.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal1 Molekiiler
Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Atatiirk Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Laboratuvari, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu galismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen toplam 100 adet ve
agirliklar1 220-240 gram arasinda degisen Albino Wistar cinsi erkek sigan kullanildi. Deney
sliresince, sicanlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem Kurumu, Standart Sigan Yemi)
verildi. Hayvanlar deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakhiginda (22 C)
barindirildi ve beslendi. Caligmalarimizin tiim asamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu 31.05.2013 tarih ve 1 no lu oturumunun 16 no lu karart ile izin
alimastir.

3.1.2. Kullamlan flaclar
Deneylerinde kullanilan biitiin kimyasal malzemeler SigmaChemical Company
(Almanya)’dan , Amiodarone (Cordarone 200 mg tablet) Sanofi Synthelabo Drugs (Tiirkiye)
‘dan temin edilmistir.

Tiyopental sodyum:( IE ULAGAY) Calismada i.p. olarak dtenazi icin 50mg/kg olarak verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Cihazlar Modeli ve Firmasi
Eliza Okuyucu Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA

Mikroplate Yikayici Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA



Santrifiij (Sogutmali)
pH Metre
Manyetik Karistirici
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi
Etiuv
Karistirici
Buzdolabi (-80 °C)
Derin Dondurucu
Otomatik Multikanal Pipet
Pipet Seti

3.2. Metod

3.2.1. Deney Plam
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Hettich Zentrifugen 320R, Germany
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Ika-Werke

Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany

IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

Vestel BZP-XL3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300p)

Eppendorf Research Plus

Calismada, 4 deney grubu ve bir kontrol grubu olusturuldu. Her bir grupta 20 adet

olmak iizere toplam 100 adet sican kullanildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir.

Deney 6ncesi tiim gruplar 24 saat a¢ birakildi.

Ac kalan hayvanlar asagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:

Gruplar Hayvan Tedavi

Sayisi

I 20 Sham-opere edilmis kontrol grup

I 20 50 mg/kg amiodaron verilmis kontrol saglikli

grup

1] 20 Cekal ligasyon perforasyon olusturulan grup

v 20 25 mg/kg amiodaron verilmis ¢ekal ligasyon

perforasyon olusturulan grup
v 20 50 mg/kg amiodaron verilmis ¢ekal ligasyon

perforasyon olusturulan grup

Tablo 2: Deney Plani
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Calismada uygulanan biitiin amiodaron dozlar, ilgili literatiire gore belirlenmistir™®.

3.2.2. Sepsis Modeli
Ratlara ¢ekal ligasyon uygulanip ¢cekumun antimezenterik yiizii iki noktadan delinerek

olusturulan CLP polimikrobial sepsis modeli uygulandi.25 mg/kg tiopental sodyum ile
anestezi yapildi. Anestezi sonrasinda ratlarin karni traglandi ve insizyon yapilarak ve periton
karin kaslart gegirerek ¢ekum disart alindi.3.0 ipek siitiir ile ¢ekum ileogekal valvin
distalinden baglandi.Cikarilan ¢cekuma distalinden antimezenterik yiizden 22 numara igne
yardimiyla 2 adet delik a¢ildi. Sonrasinda ¢ekum ve bagirsak boliimii yerine koyularak batin
4/0 vicryl ile kapatildi. Yaraya analjezi i¢in % 1 lik lidokain soliisyonu uygulandi.Sham opere
gruba laparotomi uygulandi fakat ¢cekum baglanmadi ve delinmedi.Tiim ratlara ameliyat
sliresince ve 6 saat sonrasina kadar salin sivi resiisitasyonu amaciyla verildi. Amiodaron 25 ve
50mg/kg dozunda oral gavaj yol ile verildi.Sham opere ve CLP’li grubada ayn1 dozda salin
verildi.Ratlar ameliyat sonrasi beslenmedi.Fakat su verildi. 16 saat sonra bu ratlar 50 mg/kg
dozda tiopental sodyuin ile 6tanazi edilerek deney sonlandirildi.

Tiim gruplardaki hayvanlarin bobrekleri ve kan 6rnekleri alindi. Alinan bobreklerin
biyokimyasal analizlerinin yapilmasi i¢in -80 °C dondurucuda muhafaza edildi. Toplanan
kanlar 4000 g’de santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi ve serumlar -80 °C dondurucuda

muhafaza edildi.
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3.2.3. Biyokimyasal Calismalar

3.2.3.1. Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat dokulari -80 °C ’de saklandi. Her ratin bdobregi
teker teker sivi azot esliginde havanda homojenize edildi. Daha sonra her bir bobrekr dokusu
Olgtimii i¢in yaklagik 100 mg doku spesifik homojenat tamponunda ultra-turraks doku
homojenizatorii ile homojenize edildi. Daha sonra yontemdeki direktiflere gore santrifii
edildi. Bobrekteki biyokimyasal caligsmalar i¢in her silipernatanttan SOD enzim aktivitesi
yiiksek hassasiyetteki Cayman Chemical Superoxide Dismutase Assay Kit Item Number
706002 ELISA kitiyle, MDA seviyeleri yiiksek hassasiyetteki Cell Biolabs OxiSelect™
TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) STA-330 ELISA kitiyle, GSH seviyesi ise Sedlak
ve arkadaslarimin gelistirmis oldugu yéntemin ELISA’ya modifiye edilerek 96’Iik well
plate’te her bir rat bobregi ikiser tekrarlamali olarak 6lgiildii.’” Ayrica herbir parametre i¢in
homojenize edilmis tiim bobrek silipernatantlarinda protein seviyesi 6l¢iildii ve ort + standart
sapma olarak gosterildi.

Protein tayini: Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlart kullanilarak Lowry
metodu ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).

3.2.3.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Kullanilan Reaktifler: Assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH:0.8, 0.1 mM diethylene
triamine penta acetic acid (DTPA)), Sample Buffer(50 mM Tris-HCI, pH:0.8), Radical

Detector(Tetrazolium tuzu), Sod Standart(Bovine eritrosit SOD (Cu/Zn)), Xanthine Oxidase.
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Deneyin prensibi: CAYMAN’in Siiperoksit Dismutaz Assay kiti kullanildi. Bu
metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iretilen siiperoksit radikalleri Tetrazolium'u
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm'de maksimum absorbans verir.
Enzimin olmadigi ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir.
Ortamda SOD oldugunda ise Tetrazolium indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve
aktivitesine bagl olarak agik renk olugmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile yikanip,

2. Sivi azot altinda dokularimiz1 homejenize edildi.

3. 70mM siikroz, 210mM mannitol ve ImM EGTA igeren pH’1 7.2 olan doku basina

1 ml soguk HEPES buffer ile Ika-Werke homojenizatérde buz iistiinde 1 dakika
boyunca homojenize edildi.

4. Tim numuneler islem bitene kadar + 4 derecede muhafaza edildi.

5. +4 derecede 1,500x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Stipernatant kisminda 6l¢iim yapildi

Calisma 96 kuyucuklu plate'lerde gerceklestirildi.

1. Ornek Kuyularina 20 ul 6rnek ve standart’lardan eklendi.

2. 200ul Seyreltilmis Radikal Detektor ekle tiim kuyulara eklendi ve 10 dk.

Calkalayiciya (karistirictya) konuldu.

3. Reaksiyonu baslatmak i¢in 20 pl seyreltilmis Xantin Oksidaz eklendi.

4. Birkag saniye plate’in {istii kapali sekilde ¢alkalayicida bekletildi.

Oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de Elisa reader da

okutuldu.
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Olusan renk miktarlart 460 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu ve seyreltme
katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan SOD stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart
grafikten yararlanarak Ol¢iimler yapildi. Numunelerin SOD enzim aktivite seviyeleri, U/mg

protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.

3.2.3.1.2. Total Glutatyon (GSH) tayini

GSH miktarinin 6l¢iilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarmin gelistirdigi yontem
esas almarak gerceklestirildi.®” Ol¢iim ortammdaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
disiilfit bir kromojendir ve stilfhidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Meydana
gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak ol¢tilebilir.

GSH miktariin 6l¢iilmesi: Sedlak ve arkadaglarinin gelistirdigi yontem esas alinarak
ELISA’ya uyarlanarak gerceklestirildi. 0.1 g doku iizerine 4.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.4)
ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar, 12000 g 40C’de 10 dakika santrifiij edildi ve
stipernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanildi. 96°1ik elisa plate igerisine 150 pl
Olctim tamponu (0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCI, pH = 8.2), 25 ul siipernatant ve
10 ul DTNB pipetlenerek karistirildi. Karisim 37 oC’ta 30 dakika inkubasyona birakildr ve
sonra 412 nm’de Slgiimleri alind.

GSH miktarinin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well plate
kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden hazirlanan GSH stok
cozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak Ol¢timler yapildi. Numunelerin GSH
miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar

yapilarak belirlendi.

3.2.3.1.3. Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini
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Kullanilan reaktifler: MDA standart (malondialdehyde bis), Thiobarbituric acid
(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodyum hidroxide soliisyonu, BHT soliisyonu
(igerisinde %3 lik butylated hydroxytoluene)

DeneyinPrensibi: Cellbiolabs’in oxiselect MDA quantitation kitine gore ¢aligildi. En
cok kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
90-95 C° de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli
kromojen meydana getirir. 15 dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin
absorbanslar1 532 nm de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapilist:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarint uzaklastirmak icin PBS ile yikanip,

2. Sivi azot altinda dokularimizi homejenize edildi.

3. Homojenize dokulardan 100 er mg tartilarak tiiplere konuldu. Her tiipe hazirladigimiz
1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.

4. Tipler buz i¢ine konularak homojenizatdrde 30 sn homojenize edildi.

5. Homojenize dokular 10.000 g de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatantlari toplandi.
Calisma 96 kuyucuklu platelerde yapilda.

1. Santrifiij sonrasinda elde ettigimiz siipernatantlar1 yeniden numaralandirdigimiz baska
tiiplere 100 pl hacminde eklendi. Bunun yaninda standartlarimiz da ayri tiiplere 100 er
ul olacak sekilde koyuldu.

2. Kiristalize durumdaki SDS lysis solutionunu ¢ozdiirdiikten sonra her bir numunemize
(standartlar da dahil) 100 er pl eklendi.

3. Oda sicakhiginda 5 dk. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra &l¢iim
yapacagimiz her tiipe 250 ul TBA reagent eklendi.

4. Tiplerin agzini kapatip 95 °C de 45 ila 60 dk inkiibasyona birakildu.
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5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dk buz iizerinde bekletildi.
6. Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatant1 alindu.
7. 96 well plate’e numuneler 200 pl yliklendi ve 532 nm Abs 'de okutuldu.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat c¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle ayni sartlarda c¢alisildi ve elde edilen sonuglar ile standart
grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak TBARS miktar1
nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktériiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak

belirlendi.

3.2.3.2. Serumda Yapilan Analizler

3.2.3.2.1. Serum Ure Seviyesinin Olciilmesi

Ure, protein ve amino asitlerin yrkimimin son iiriiniidiir. Prerenal ( kalp yetmezligi, su
azalmasi, protein katabolizmasi artisi, yiiksek proteinli diyet), renal sebepler ( akut glomerulo
nefrit, kronik nefrit, polikistik bobrek hastaliklari, nefro skleroz, tubiiler nekrozis) ve
postrenal nedenler (tiimdrler) iire artisina sebep olur. Ureaz amonyak ve karbondioksitden iire
hidrolizini, glutamat dehidrogenaz varliginda NAD vermek iizere NADH ve sodyum
ketoglutarat reaksiyonlarini katalizler. Absorbansin azalmasi 6rnekteki iire konsantrasyonu ile
orantilidir. Bu dogrultuda iire 6l¢limii ratlardan elde edilen kan serum Orneklerinde BK151
referans numarali BEN (Biochemical Enterprise) kiti ile 340 nm’de ChemWell biyokimya

analizori ile olgiildi.
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3.2.3.2.2. Serum Kreatinin Seviyesinin Olciilmesi

Kreatinin kasda ki kreatinin fosfatin yikim {irtintidiir ve genellikle kas agirligina bagl
olarak viicut tarafindan sabit bir oranda iretilir. Kreatinin bobrekler tarafindan kandan
stiziiliir. Eger bobreklerde yeterince siiziilmez ise kandaki seviyesi artar. Alkalin ortamda
kreatinin pikrik asit ile kirmizi-turuncu renkte kompleks verir. Renkli kompleksin kinetik
artist numunede ki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Bu dogrultuda kreatinin 6l¢timii
ratlardan elde edilen kan serum orneklerinde CR280 referans numarali BEN (Biochemical
Enterprise) kiti ile 510 nm’de ChemWell biyokimya analizorii ile dlgiildii.

3.2.3.3. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve

0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agcidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar arasi
farkin Onemlilik derecesi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu karsilastirmali
testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Her bir farkli harf diger
gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir. Ayni harfler anlamsiz oldugunu

gostermektedir.

3.2.4. Real Time PCR

3.2.4.1. RNA izolasyonu:

Doku ornekleri tek tek tartilarak RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak Qiaqube
RNA izolasyon cihazinda (Qiagen) total RNA izolasyonu asamalari {ireticinin tavsiye ettigi
sekilde stirdiiriildii. Total RNA izolasyonunu takiben mRNA kalitesi denatiire formaldehid
agaroz jel elektroforezi ile incelenecek.

3.2.4.2. Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi:

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total RNA’dan

cDNA sentezi yapilacak. Her reaksiyon 10ul RNA ile gerceklestirilerek cDNA
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sentezi asagidaki sicaklik degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem) ile saglanacak. cDNA miktart nano drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate,

Biotek) ile 6l¢iim belirlenecek ve -20°C’de saklanacak.

cDNA sentez reaksiyonu:

total RNA 10 ul
10 X RT Buffer 2 ul
25 X dNTPs mix 0,8 ul
10 X RT Random Primers 2l

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

DEPC-H20 85°C 4,2 l,ll

120min

10min

3.2.4.3. Real Time PCR ile 5-HT7 Reseptor mRNA Ekspresyonunun Kantitatif

Olarak Belirlenmesi
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Rolatif TNF-a ve IL-1-f mRNA ekspresyonlari rat bobrek dokularinda StepOne Plus
Real Time PCR System technology (Applied Biosystem) cihazi kullanilarak gerceklestirildi.
TagMan bazl ilgili genlerin primer problari Primer Design Ltd. firmasinda dizayn ettirilip
temin edildi (Southampton,UK). TNF-a prob dizilimi forward: 5'- GCT CCC TCT CAT CAG
TTC CA-3’; reverse: 5'- CTC CTC TGC TTG GTG GTT TG-3', IL-1-f prob dizilimi
forward: 5'- AGT GCT GAC AAT CTG TAT GTA CC -3’; reverse: 5'- ACT AGG CTT
TGC TCT TCT CTT AC-3’ ve B-actin prob dizilimi ise forward: 5- TGG TGG GTA TGG
GTC AGA AG-3'; reverse: 5'- GAC AAT GCC GTG TTC AAT GG-3' olarak temin edildi.
Sonuglar kontrol grubuna gore rolatif-kat olarak degerlendirildi. Endojen kontrol gen olarak
B-actin kullanildi ve her bir cDNA o6rnegi igin ii¢ tekrar uygulandi. Real Time PCR
reaksiyonu 96 kuyucuklu plaklarda 9 ul cDNA (100 ng), 1 pl Primer Perfect Probe miks ve
10 pl QuantiTect Probe PCR Master miks (Qiagen, Hilden, Germany) olacak sekilde toplam
reaksiyon voliimii her bir kuyucukta 20 ul’ye tamamlandi. -qPCR Hazirlanan reaksiyon
plag1 2 dk 50°C, 10 dk 95 °C’de bir sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60 °C’de 40 sikliis olacak
sekilde yiiritiildi. Tiim veriler kontrol grubuyla karsilastirmali sekilde 2™**“' metoduna gore

hesaplandi %

cDNA (100ng) Xl
TagMan Master Mix 10 pl
Assay 1l
RNase 95°C | 95°C free H,O ile 20 pl’e tamamlanacak.
10min | 15sec 60°C
>0 ¢ Imin
2min \ ’

40'cyc|es
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3.2.4.4. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism, Version 5.0 kullanilmistir. Sonuglar ortalama
+ standard deviasyon (SD) olarak gdsterilmistir. Gruplar arasi farkin 6nemlilik derecesi One-
Way ANOVA ve Tukey's Multiple Comparison Test ile degerlendirildi. p < 0.0001 anlamli
olarak kabul edildi.
3.2.5. Histolojik Calismalar
3.2.5.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop
Tim gruplardaki siganlardan alinan bobrekler iginde % 4’liikk formaldehit igeren
siselere birakildi. Bu amagla dokular agsagida siralanan islemlere tabi tutuldu.
1. Akarsuda yikama (giin boyu)
2. %70’lik Alkolde (Merck)® 1 gece bekleme,
3. %80’lik Alkolde 1 saat bekleme,
4. %96’lik Alkolde 1 saat bekleme,
5. %96’lik Alkolde 1 saat bekleme,
6. %100’lik Alkolde 1 saat bekleme,
7. %100’lik Alkolde 1 saat bekleme,
8. Ksilende (Merck)®10 dakika bekleme,
9. Ksilende 10 dakika bekleme,
10. Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® karisiminda 60 C*lik etiivde 1 saat bekleme,
11. Boncuk parafinde 60°C¢lik etiivde 1 saat bekleme,
12. Boncuk parafinde 60 Clik etiivde 2 saat bekleme.
Daha sonra dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemlerine hazir hale
getirildi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5 um’lik kesitler cam

lamlar iizerine alind1 ve boyama amaciyla asagida siralanan islemlere tabi tutuldu.
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1. Ksilolde 20 dakika bekleme,

2. Ksilolde 10 dakika bekleme,

3. %80’lik Alkol 10 dakika bekleme,

4. ki ayr1 %96 lik Alkol serisinde 5 dakika bekleme,
5. Cesme suyunda yikama

6. Hematoksilen boyasinda 10 dakika bekleme,

7. Asit-Alkol karigimina batirilip ¢ikarma,

8. Eozin soliisyonunda 1 dakika bekleme,

9. Suda 1 dakika yikama,

10. %380’lik Alkolde 10 dakika bekleme,

11. Iki ayr1 %96’lik Alkol serisinde 10 dakika bekleme,
12. Ksilol serilerinde 20 dakika bekleme,

13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.
Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanli 151k

mikroskobu altinda incelenerek ilgili tim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.

4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular
Calismanin gelinen bu asamasinda histopatolojik acidan degerlendirme 151k

mikroskobik diizeyde yapilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki gibi siralanmaktadir

4.1.1. Sham-Opere Edilmis Kontrol Grup Isik Mikroskobik Bulgulari;
Bu gruba ait kesitlere bakildiginda bobrege ait tiim yapilar normal olarak
degerlendirildi. Ornegin kortekste bulunan ve nefronun énemli bir kismin1 temsil eden bobrek

glomerulleri genel yapisim korumaktaydi. Glomertiller igerisinde kapillerler mezengial
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hiicreler saglikli bir gorlinlime sahipti yan1 sira bowman aralifit ve bowman membrani
kalinlig1 da normal olarak degerlendirildi. Diger yandan gerek kortikal tiibiiller gerekse
medullada tiim toplayici tiibiillerin normal oldugu izlendi. Gruba ait glomeriil ve kortikal

tiibiillere ait goriintiiler Sekil 7 A ve B’ de gosterilmistir.

4.1.2. Sham + Amiodaron (50 mg/kg ) Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari;
Gruba ait kesitler incelendiginde bobrege ait tiim yapilar saglikli gruptaki gibi normal
olarak degerlendirildi. = Yer yer distal tiibiillerde epitel hiicreleri arasinda baglanti

kopukluklart oldugu belirlenmekle beraber bu durum fizyolojik smirlari gegecek kadar

siddetli degildi (Sekil 8 A, B).

4.1.3. CLP (Cecal Ligation and Puncture) Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari;

Sepsis uygulamasi yapilan gruba ait doku 6rnekleri degerlendirildiginde genel bobrek
yapisinda nekrotik odaklarin oldugu belirlendi. Yan1 sira yer yer kortekste lenfosit hiicre
infiltrasyonu oldugu izlendi (Sekil 9 A). Glomerullere bakildiginda; kapillerler agda
dejenerasyon, nekrotik figiirlii diger bir deyisle hiperkromatik boyali mezengial hiicrelerin
varlig1 ve kalinlasmis bowman membrani dikkat ¢ekiciydi (Sekil 9 B). Intersitisyal alanlarda
eritrosit akiimiilasyonu belirlenen bulgulardan bir digeri idi (Sekil 9 C). Kortikal damarlarda

konjesyon varligi izlenmekteydi (Sekil 9 B).

4.1.4. CLP + Amiodaron (25mg/kg) Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari;

Bu gruba ait kesitler degerlendirildiginde CLP uygulanan gruba kiyasla genel bobrek
yapisinin daha diizgiin oldugu belirlendi. Glomeriillerde mezengial hiicreler normal olarak
degerlendirilirken kapillerlerde hafif bir eritrosit birikimi oldugu izlenmekteydi (Sekil 10 A).

Intersitisyal alanlar eritrosit birikimi sepsis grubuna kiyasla daha hafif seyretmekteydi.
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Tiibiiler yapilarda epiteli olusturan hiicre baglantilarinda yer yer kopukluk olmakla genellinde

diizgiin goriintime sahipti (Sekil 10 B).

4.1.5. CLP + Amiodaron (50 mg/kg) Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari;

Yiiksek doz Amiodaron uygulanan gruba ait bulgularda bobrek genel yapisinin tipki
diisitk doz Amiodaron ugulanan grupta oldugu gibi korundugu gozlendi. Buna ilaveten diisiik
doza gore bir kiyaslama yapilacak olursa yliksek doz uygulamasinin yapiyr daha fazla

korudugu belirlenen bulgular arasindaydi. Gruba ait glomertil ve tiibiillere ait goriintiiler Sekil

11 A ve B’ de gosterilmistir.

Sekil 7: Sham-opere edilmis kontrol grubuna ait bobrek orneklerinden elde edilen 1s1k

mikroskobik goriintiiler. Boya: Hematoksilen & Eozin. A; X20, B; X40’ lik biiylitme.
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Sekil 8: Sham + Amiodaron (50 mg/kg) grubuna ait bobrek orneklerinden elde edilen 151k

mikroskobik goriintiiler. Boya: Hematoksilen & Eozin. A; X40, B; X40’ lik biiylitme

Sekil 9: CLP (Cecal Ligation and Puncture) grubuna ait bobrek drneklerinden elde edilen 151k

mikroskobik goriintiiler. Boya: Hematoksilen & Eozin. A; X10, B; X20, C; X40’ lik biiylitme.
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Sekil 10: CLP + Amiodaron (25mg/kg) grubuna ait bobrek orneklerinden elde edilen 151k

mikroskobik goriintiiler. Boya: Hematoksilen & Eozin. A; X40, B; X40’ lik biiyiitme

Sekil 11: CLP + Amiodaron (50 mg/kg) grubuna ait bobrek drneklerinden elde edilen 11k

mikroskobik goriintiiler. Boya: Hematoksilen & Eozin. A; X40, B; X40’ lik biiyiitme



47

4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum sonuclari

Kreatinin (U/L) Ure (U/L)
Sham 0.38 + 0.09a 39.80 + 15.22a
Sham - AMD 50 mg/kg 0.32 £ 0.07a 41.39 + 11.13a
CLP 090 £ 0.21c 93.05 + 19.57¢c
CLP + AMD 25 mg/kg 0.68 + 0.20b 89.75 + 2947¢c
CLP + AMD 50 mg/kg 049 + 0.16a 58.68 = 14.03b

Tablo 3: Deney gruplarinda serum kreatinin ve lire degerleri ve istatistiksel karsilagtirmasi
Duncan testine gore ayni kolondaki ayn1 harfler istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir
farkin olmadigini gosterir(p=0.05). Sonuglar ortalama + Standart Deviasyon olarak gosterildi.
CLP: Cekal Ligasyon Perforasyon Sham: Sham-opere

Tablo 3’de goriildiigii gibi sham grubundaki si¢anlarin serumlarindaki kreatinin ve {ire
diizeylerinin ortalamalar1 sirasiyla 0.38 + 0.09 U/L ve 39.80 + 15.22 U/L iken 50 mg/kg
Amiodaron verilmis sham grubunda bu diizeyler sirasiyla 0.32 + 0.07 U/L ve 41,39 + 11.13
U/L olarak tespit edildi. CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus grupta ise kreatinin ve iire
diizeyleri sirastyla 0.90 £ 0.21 U/L ve 93.05 + 19.57 U/L olarak belirlendi. 25 mg/kg
Amiodaron verilmis CLP’li grupta ise kreatinin ve iire diizeylerinin ortalamalar1 sirasiyla
0.68 + 0.20 U/L ve 89.57 + 29.47 U/L olarak ol¢iildi. 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP’li
grupta ise kreatinin ve iire diizeyleri sirasiyla 0.49 + 0.16 U/L ve 58.68 + 14.03 olarak
Olctilddi.

Sham grubu ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis sham gruplar karsilagtirildiginda
kreatinin degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlendi.Sham grubuna
gore CLP ile indiiklenmis sepsis grubunda kreatinin seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05).CLP grubu ile CLP + 25 mg/kg dozda Amiodaron
verilmis grup karsilagtirildiginda 25 mg/kg Amiodaron verilen grupta kreatinin diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiigii goriildii. CLP grubu ile CLP+ 50 mg/kg dozda

Amiodaron verilmis grup karsilastirildiginda 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta kreatinin
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diizeylerinin 25 mg/kg Amiodaron verilmis CLP’li gruba gore istatistiksel olarak daha anlaml
bir sekilde distigi gorildii (p<0.05). Ayrica sham grubu ve 50 mg/kg Amiodaron verilmis
sham grup ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus gruplar
karsilastirildiginda kreatinin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

gbzlendi (p>0.05).

Sham grubu ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis sham gruplar karsilastirildiginda {ire
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigir gozlendi (p>0.05).Sham grubuna
gore CLP ile indiiklenmis sepsis grubunda iire seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05).CLP grubu ile CLP+ 25 mg/kg dozda Amiodaron
verilmig grup karsilastirildiginda iire diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
goriilmedi (p>0.05). CLP grubu ile CLP + 50 mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup
karsilastirildiginda 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta iire diizeylerinin istatistiksel olarak

anlaml1 bir sekilde diistligli gorildii (p<0.05).

4.2.2. Bobrek antioksidan

GSH (nmol/mg MDA (nmol /mg
SOD (U/mg protein) protein) protein)
Sham 51.22 + 15.36¢ 2.58 + 0.72b 1.63 + 0.63a
Sham- AMD 50 mg/kg 52.37 + 13.78¢ 2.37 + 096b 190 + 0.89a
CLP 20.06 + 352a 1.40 + 059a 6.47 + 1.90c
CLP+AMD 25 mg/kg 38.31 + 12.05b 1.96 + 0.68ab 3.93 + 1.14b
CLP+AMD 50 mg/kg 43.70 + 9.82b.c 2.23 + 0.66b 260 + 1.05a

Tablo 4: Deney gruplarinda SOD, GSH ve MDA degerleri ve istatistiksel karsilastirmasi
Duncan testine gore ayni kolondaki ayn1 harfler istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir
farkin olmadigini gosterir(p=0.05). Sonuglar ortalama + Standart Deviasyon olarak gosterildi.
CLP: Cekal Ligasyon Perforasyon Sham: Sham-opere

Tablo 4’de goriildiigii gibi sham grubundaki siganlarin bobrek dokusunda SOD

aktivitesi, GSH ve MDA seviyelerinin ortalamalar1 sirastyla 51.22 + 15.36 U/mg protein, 2.58

+ 0.72 nmol/mg protein ve 1.63 + 0.63 nmol/mg protein iken, 50 mg/kg Amiodaron verilmis
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sham grubunda bu diizeyler sirasiyla 52.37 + 13.78 U/mg protein, 2.37 + 0.96 nmol/mg
protein ve 1.90 £ 0.63 nmol/mg protein olarak tespit edildi.CLP ile indiiklenmis sepsis
olusturulmus grupta bu degerler sirasiyla 20.06 + 3.52 U/mg protein, 1.40 £ 0.59 nmol/mg
protein ve 6.47 + 1.90 nmol/mg protein olarak, 25 mg/kg Amiodaron verilmis CLP grupta
sirastyla 38.31 = 12.05 U/mg protein, 1.96 + 0.68 nmol/mg protein ve 3.93 + 1.14 nmol/mg
protein olarak olgiildii. Son olarak 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP grupta ise sirasiyla
43.70 £ 9.82 U/mg protein, 2.23 + 0.66 nmol/mg protein, 2.60 + 1.05 nmol/mg protein olarak
olgtildii.

Sham grubu ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis sham gruplar karsilastirildiginda SOD
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (p>0.05). Sham grubu ve
Sham+50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus grup
sicanlar karsilastirildiginda SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP + 25 mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup
karsilastirildiginda 25 mg/kg Amiodaron verilen grupta SOD aktivitesinin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP + 50 mg/kg dozda Amiodaron
verilmis grup karsilastirildiginda da 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta SOD aktivitesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.05).Ancak 25 mg/kg ve 50 mg/kg
dozda Amiodaron verilmis CLP’li gruplar karsilastirildiginda SOD aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0.05). Sham grubu ve 50 mg/kg Amiodaron
verilmig sham grup ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis sepsis
olusturulmus grup karsilastirildiginda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 gozlendi (p>0.05).

Sham grubu ile 50 mg/kg amiodaron verilmis sham gruplar karsilastirildiginda GSH

seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig1 gozlendi(p>0.05) Sham grubu ve
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Sham + 50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus grup
sicanlar karsilastirildiginda GSH seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig:
goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP+ 25 mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup
karsilastirildiginda 25 mg/kg Amiodaron verilen grupta GSH seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 gézlendi(p>0.05). CLP grubu ile CLP+ 50 mg/kg dozda Amiodaron
verilmis grup karsilastirildiginda da 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta GSH seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi goriildii (p<0.05). Sham grubu ve 50 mg/kg
Amiodaron verilmis sham grup ile 25 ve 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis
sepsis olusturulmus gruplar karsilastirildiginda GSH seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 gozlendi (p>0.05).

Sham grubu ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis sham gruplar karsilastirildiginda MDA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1r gozlendi(p>0.05) Sham grubu ve
Sham+50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile indiikklenmis sepsis olusturulmus grup
sicanlar karsilastirildiginda MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1
goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP + 25 mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup
kargilastirildiginda 25 mg/kg Amiodaron verilen grupta MDA seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artig goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP+ 50 mg/kg dozda
Amiodaron verilmis grup karsilastirildiginda da 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta 25
mg/kg Amiodaron verilmis CLP’li gruba goére MDA seviyelerini istatistiksel olarak daha
anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii (p<0.05). Sham grubu ve 50 mg/kg Amiodaron verilmis
sham grup ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus grup
karsilastirildiginda MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi

(p>0.05).
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4.3. Molekiiler Calismalar
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Sekil 12: Sigan bobreklerinde IL-1B (A) ve TNF-a (B) mMRNA ekspresyon seviyeleri. nRNA

seviyeleri kantitatif Real Time PCR analizi ile belirlendi. Referans gen olarak [-actin
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kullanilarak sonuglar kontrol grubu ile karsilastirmali kat-degisiklik (fold-change) seklinde ve

22T metodu kullamlarak hesaplandi. Degerler ortalama + S.D. olarak gosterildi (***p<

0.0001).

4.3.1. IL-1p and TNF-0 mRNA Diizeyleri

CLP ile indiiklenmis sepsis gruplarinda sham grubuyla karsilastirildiginda 8.52 kat
artmig IL-1p gen ekspresyonu izlendi (Fig. 1A, p< 0.0001). 50 mg Amiodaron uygulanmis
CLP grubunda IL-1 B mRNA seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde disiirdigii
belirlendi. Amiodaron’un 25 mg/kg dozunun IL-1B mRNA ekspresyon seviyelerinde anlamli
bir degisiklik olusturmadi.

TNF-a mRNA ekspresyonu CLP ile indiiklenmis sigan gruplarinda sham grubuna gore
6,42 kat artig belirlendi. Amiodaronun hem 25mg/kg hemde 50mg/kg dozlarinda CLP ile
artmig olan TNF-a seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 ve sham grubuna
yaklastig1 goriildii. Amiodaronun yiiksek dozu verilmis olan sham grubu siganlarda ne TNF-a

ne de IL-1P seviyelerinde bir degisiklik belirlenemedi.

5. TARTISMA

Sepsis; sok, organ yetmezligi ve Oliime kadar giden, acil tedavi edilmesi gereken
sistemik bir enfeksiyon hastaligidir. Insidansi diinya genelinde artmakta olup Amerika
Birlesik Devletleri’nde, 1979-2000 yillar1 arasinda %8.7 lik bir artig bildirilmis ve  yilda
yaklasik olarak 5-10 milyar dolarlik mali yiike neden oldugu bildirilmistir™ 2. Septik sokta
pek cok fizyopatolojik olaylar meydana gelmesine karsilik molekiiler biyoloji alanindaki son
yillardaki hizli gelismeler, sepsiste olusan patolojik olaylarin bir ¢cogunun anlasilmasini
mimkiin kilmistir. Temel olarak, serbest oksijen radikalleri DNA’da hasara, hiicresel

proteinlerde denaturasyona ve membran lipitlerinde peroksidasyona yol agarak doku hasarini
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olusturmaktadir® *. Yapilan c¢alismalar, serbest oksijen radikallerinin etkilerini notralize
etmek i¢in uygulanan antioksidan ajanlarin sag kalimi anlamli sekilde uzatabildigini
gostermistir” .

Sepsiste organ yetmezliginin insidansi organ yetmezliklerinin tanimlama kriterlerine
gore degismektedir. Solunum yetmezligi sepsiste erken donemde goriilen organ
yetmezliklerinden biridir. Diger organ sistemlerinden santral sinir sistemi, gastrointestinal
sistem ve iiriner sistem vebobrek yetmezligi siklikla goriilebilen ve mortaliteyi artiran diger
sorunlardir.

Akut bobrek yetmezligi (ABY) sepsisin sik goriilen ve prognozu kotiilestiren bir
komplikasyonudur. ABY’si olan septik hastalarda mortalite %74.5 iken, bobrek yetmezligi
olmayan septik hastalarda %45.2 olarak bildirilmistir'. Sistemik hipotansiyon sonucu olusan
renal iskemi ABY igin ¢ok onemli bir faktor olmakla birlikte etkili tek faktor de degildir.
Vazodilatér ve vazokonstriiktor etkisi olan maddelerin dengesizligi sonucunda ortaya ¢ikan
intrarenal vazokonstriiksiyon, bobregi infiltre eden inflamatuvar hiicrelerin lokal hasarlarina,
l6kosit-endotel iliskisi sonucunda mediiller konjesyona bagli bdlgesel kan akimmin daha da
azalmasina, intraglomeriiler trombozlar gibi faktorlerin hepsi sepsiste ABY olusmasinda rol
oynar.

Sepsis sirasinda olusabilecek komplikasyonlar1 azaltmak i¢in sayisiz c¢alisma
yapmaktadirlar. Bu ¢aligmalarin sonucunda sepsis sonrasinda kullanilmak {izere birgok yeni
ilag gelistirilmis olup hangi ilacin daha etkin oldugu hala tartismalidir. Bu bilgilerden yola
cikilarak mevcut calismamizda g¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) ile ratlarda sepsis modeli
olusturularak Amiodaron’un bdobrekler tizerine olan etkileri arastirildi. Amiodaron’un
koruyucu ve antioksidan 6zellik gosteren iki farkli dozu kullamildi®. CLP barsak ile
olusturulan perforasyon bakteriyel enfeksiyonun erken (hiperdinamik) ve ge¢ (hipodinamik)

evrelerinin klinik durumlarini gosteren basarili bir yontem olarak kullanildi. Sepsis grubunda
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16 saatte mortalite %40 civarindayken 25 ve 50 mg Amiodaron verilmis ratlarda mortalite
%30 idi. Ayrica sham opere grupta ve sadece Amiodaron kullanilan grupta mortalite yoktu.
Amiodaron etkili bir antiaritmiktir. Ventrikiiler ve supraventrikiiler tasiaritmilerin pek
cogunun etkili bir sekilde tedavi edilmesinde kullanilan anti-aritmik ve anti-anjinal bir ajandir
8 Ozellikle hayati tehlike olusturacak sekilde ventrikiiler tasiaritmisi olan yiiksek riskli
hastalarin farmakolojik tedavisi icin altin-standart tedavi olarak kabul edilmektedir ”°. Diger
taraftan  kimyasal komponenti olan iyot yiiziinden toksiktir. Amiodaronun CLP ile
indiiklenmis sepsis olusturulmus ratlarda akciger dokusunda antisitokin ve antioksidan™

kardiak hiicrelerde antioksidan® ,akcigeri silikanin fibrotik etkilerinden koru an®® 10
g y

ve
carrageenan enflamasyonda antienflamatuar etkileri de oldugu gdsterilmistir™. Amiodaron
akut olarak (Haftalar i¢inde hipersensitivite reaksiyonuna) ve kronik olarak(fibrozis) ile
pulmoner toksisite ile iliskilidir. Fakat literatiirde amiodaronun toksik dozu ve siiresi hakkinda
ilging ¢aligsmalar mevcuttur. Bu 6zellikleriyle amiadaron farkli ve ilgi ¢ekici bir molekiildiir.
Amiodaron ile indiiklenen akciger hastaliginda 1 haftalik Amiodaron tedavisiyle iyilesmenin

patolojik kanitlar meveuttur™™

. Bagka bir ¢alismada hasarli akcigere 175mg/kg’lik tek doz
suda ¢6ziilmiis Amiodaronun 3 hafta sonda ile uygulanmasi ile benzer sonuglar almmistir™.
Ayrica Amiodaron'un kisa ve uzun vadeli uygulanmasinin hepatobilier fonksiyonlardaki
etkileri erkek ratlar tizerinde arastirilmis ve (5,50,150 ve 500mg/kg/giin 10giin) Amiodaron
alan ratlarda dozdan bagimsiz olarak fenolftalein glukronidin safra ekskresyonunda azalma
oldugu gésterilmistir103. Silika ile indiiklenmis subkronik pulmoner inflamasyon ve fibrozisin
Amiodaron ile azaldig1 rapor edilmistirgg’ 100 gy, caligmalarda amiodaronun silika fibrozisinde
akciger koruyucu etkisi gosterilmistir. Bu bilgiler 151¢inda mevcut ¢calismamizda toksisiteden

korunmak i¢in yiiksek doz ve uzun siireli Amiodaron uygulamasi yapilmadi. Antienflamatuar

etkileri bilimsel calismalar ile ispatlanmigs 25 ve 50 mg/kg tek doz Amiodaron dozlari
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kullamldi™®. Farmakokinetik c¢alismalarda ratlarda 10 mg/kg oral tek doz Amiodaron icin

yarilanma Omriiniin 20.3 saat olduguna dikkat cekmislerdir'®,

Sistemik inflamatuar kaskadin kontrolsiiz aktivasyonu ile proinflamatuar sitokinler
olan, TNF-a, IL-1B, ve IL-6 gibi baz1 sitokinlerin kontrolsiiz salinmasi istenmeyen sonuglara
yol acar. Sitokinler, antijen ve mikroorganizmalara karsi konake¢i organizmanin immiin
sisteminin regiilasyonu gibi lokal ve sistemik inflamatuar cevapta énemli rol oynayan kii¢iik
hiicre sinyal proteinleridir. Sitokinlerin 6l¢iimii ve belirlenmesindeki molekiiler araglardaki
gelismeler, patofizyolojisine sitokinlerinde karistigi sepsiste hizli veri birikimlerine yol
acmustir. Ozellikle TNF-o, IL-1B, ve IL-6 gibi sitokinler sepsis kaskatinda proinflamatuar
ajanlar olarak en giiglii iliskilendirilenlerdir®. TNF-o ve IL-1B sepsisin karakteristik ¢ogu
fizyolojik bozukluklarma aracilik eden erken veya proksimal sitokinler olarak
adlandirlirlar™®. Bu proksimal sitokinler, 1L-6 gibi ge¢ veya distal sitokinleri uyarirlar. Distal
sitokinler inflamatuar cevabin siddetlenmesi ve siirdiirilmesine neden olup lenfosit
fonksiyonu modiilasyonu, koagiilasyonun aktivasyonu ve hepatik akut faz protein sentezi

105

indiiksiyonundan sorumludurlar™. Proksimal ve distal sitokinler multiorgan hasarinda ¢ok

onemli rol oynarlal’106

. Kronik uyanik enstriimente koyunda yapilan ¢aligmalarda TNF-a
inflizyonu pulmoner hipertansiyon,hipoksemi, diisiik akciger kapasitesi ve artmis pulmoner
vaskiiler permeabiliteye neden olmugtur'®” 1% Septik soklu hastalarda TNF-o, IL-1p, IL-6,
and IL-2 konsanrasyonlarinin sepsis ve septik sok disi soklu hastalarla karsilastirildiginda

109

daha yiiksek diizeylerde oldugu goriilmiistiir Enflamatuar cevapta, TNF-a, sitokin

kaskadin1 aktive eden ve enflamatuar cevabi koordine eden ana kontrol gdrevine sahiptirllo.
TNF-o gibi IL-1p da, IL-6, IL-8 ve TNF-a’y1 kapsayan diger sitokinlerin {iretimini aktive
eder. Klinik olarak IL-6 seviyesi ile sepsisin siddeti ile enflamatuar sonucu arasinda siki bir

baglanti vardir'®. Bizimde calisgmamizda CLP ile indiiklenmis sepsis gruplarinda sham
g P

grubuyla karsilagtirildiginda 8.52 kat artmis IL-1B gen ekspresyonu izlendi (p< 0.0001).
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TNF-a mRNA ekspresyonunda da CLP ile indiiklenmis sican gruplarinda sham grubuna gore
6,42 kat artis belirlendi. Bu sonuglar daha Once yapilmis deneysel calismalarla da
uyumludur®™ 2 Amiodaron’un hem 25mg/kg hemde 50mg/kg dozlarmda CLP ile artmis
olan TNF-a seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi ve sham grubuna
yaklastigi ayrica 50 mg Amiodaron uygulanmig CLP grubunda IL-1  mRNA seviyelerininde

istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigii belirlendi.

TNF-o glomeriilokapiller limende fibrin ve I0kosit toplanmasina da neden
olmaktadir*®, Calismamizda da CLP uygulanan 25 mg/kg Amiodaron verilen ratlarm CLP
uygulanan gruba kiyasla genel bobrek yapisinin daha diizglin oldugu, glomeriillerde
mezengial hiicrelerin normal oldugu, kapillerlerde hafif bir eritrosit birikimi oldugu
izlenmekteydi (Sekil 4 A). intersitisyal alanlar eritrosit birikimi sepsis grubuna kiyasla daha
hafif seyretmekteydi. Tiibiiler yapilarda epiteli olusturan hiicre baglantilarinda yer yer
kopukluk olmakla genellinde diizgiin goriiniime sahipti. CLP’li ratlarda 50mg/kg Amiodaron
uygulanmasimin 25 mg/kg uygulananlara gore bobregi daha fazla korudugu belirlenen
bulgular arasindaydi. CLP ile sepsis olusturulan ratlarda Amiodaron uygulamasinin bobrekte

anlamli histopatolojik diizelmeye sebep oldugu goriildii.

Tavsanlarda tiimor nekroz faktorii (TNF)-a infiizyonu GFR’yi azaltmaktadir'™. Bizim
calismamizda. Sham grubuna gore CLP ile indiiklenmis sepsis grubunda iire ve kreatinin
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yliksek oldugu gozlendi (p<0.05). CLP
grubu ile CLP+25 mg/kg Amiodaron verilmis grup karsilagtirildiginda 25 mg/kg Amiodaron
verilen grupta kreatinin diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiigii goriildii.
CLP grubu ile CLP+50 mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup karsilastirildiginda 50 mg/kg
Amiodaron verilen grupta iire ve kreatinin diizeylerinin anlamli bir sekilde diistiigii goriildi

(p<0.05). Hatta sham grubu ve 50 mg/kg Amiodaron verilmis sham grup ile 50 mg/kg
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Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus gruplar karsilastirildiginda

kreatinin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: gozlendi (p>0.05).

Mevcut bulgular CLP uygulanmis sepsisli ratlarda ~ Amiodaron verilmesi ile
inflamatuar sitokinlerin azaldig1 ve sitokinler ile olugan organ hasarinin azaltilabilecegini akla
getirmektedir. Bu nedenle CLP ile sepsis olusturulmus grupta Amiodaron'un antienflamatuar
etkisinin 16kosit ve makrofajlar tarafindan iiretilen proenflamatuar sitokinleri baskilamas ile
oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilmis deneysel ¢aligmalar da Amiodaron’un antienflamatuar

ve antioksidan etkileri oldugunu ortaya koymusturlg’ 91,114,

Sepsisteki inflamasyonda sodyum, klor, kalsiyum ve potasyum gibi iyon kanallari

sitokinler, kemokinler, prostaglandinler, 16kotrienler, histamin ATP, ROS tarafindan etkilenir

115 Ek olarak sepsis durumunda sitokin firtmasi ve nétrofillerin fagositik aktivasyonu, reaktif

116, 117

oksijen radikallerinin tiretimi de artar . ROS diger hastaliklarin etyopatogenezisinden

oldugu kadar sepsisten de sorumludur 118, 119

. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirleri ve
antioksidan savunma mekanizmasi viicudumuzda bir denge halindedir. Bu denge reaktif
oksijen tiirleri tarafindan bozuldugunda zararli oksidatif stres meydana gelir. Hasar, lipid
radikallerinin olusumu ile baslar. Bu radikal ilk olarak lipid hidroperoksidaza ve sonra

aldehitler, alkenler ve 8-ISO gibi toksik radikallere doniisiirler °* 1%,

Enflamasyon mekanizmasinda reaktif oksijen tiirleri, hidroksil radikali (OH) ve
stiperoksid anyon (O2-) 6nemli liyeler haline gelirler. Enflamatuar strese karsi intraselliiler
antioksidan mekanizma dokularda SOD ve GSH gibi antioksidan enzimleri icerir. Son
zamanlarda hiicresel antioksidan sistemlerdeki defektlerin organizmada bir dizi enflamatuar

ve kanser hastaliklarinin gelismesine sebep oldugu gosterildi 2.

Bununla birlikte, son
caligmalar enflamatuar proceste oksidatif stresin asirt olusumundan dokular1 korumaya

yardimc1 olan enzimatik antioksidanlarin ¢esitli rolleri ile ilgili gercegi aydinlatti ve
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oksidasyon meydana gelmesini durduran antioksidan ozellikli diger ilaglarin molekiiler

yapisinin roliine odaklanan ¢alismalarin yapilmasini da tetikledi 1 122124,

Bu sepsis modelinde Amiodaron’un baslica koruyucu etkisi antioksidan olarak mevcut
etkisidir. CLP ile indiiklenen sepsis modelinin tedavisinde oksidatif stresin inhibisyonu, organ
hasarint 6nlemenin 6nemli mekanizmalarindan biridir. GSH hiicreleri ROS hasarindan
koruyan temel antioksidanlardan maddelerden biridir. GSH ve melatonin, E vitamini gibi

diger antioksidanlar hiicrelerin i¢indeki ROS’lar1 modiile ederek doku hasarini 6nlerler 125,

Calismamizda sham grubu ve sham + 50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile
indiiklenmis sepsis olusturulmus grup sicanlar karsilastirlldiginda GSH seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii. GSH seviyesi diiserse, doku kendisini
ROS hasarina karst koruyamaz ve oksidatif hasar meydana gelir. Calismamizda sham grubu
ve sham+50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus
grup sicanlar karsilastirildiginda GSH aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 goriildii. Onceki deneysel ¢alismalarda elde edilen sonuglarda bizim ¢alismanmizla
uyumlu olarak CLP grubunda GSH seviyesinin ve SOD aktivitesinin diisiik oldugunu
gostermektedir 9111123125 " a]ismamizda CLP grubu ile CLP+ 50 mg/kg dozda Amiodaron
verilmis grup karsilastirildiginda da 50 mg/kg Amiodaron verilen grupta GSH seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttign goriildii. Ancak 25 mg/kg dozda Amiodaron

uygulanmasinin GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmadigi goriildii.

Bir antioksidan enzim olan SOD organ hasar kontroliinde koruyucu bir faktor olarak

tanimlanmistir™?®,

SOD bu etkisini toksik siiperoksit radikalleri, nontoksik  hidroksil
perokside ve molekiiler oksijene doniistiirerek gosterir 2. Bizim bulgularimizda sham grubu

ve sham+50 mg/kg Amiodaron verilmis grup ile CLP ile indiiklenmis sepsis olusturulmus
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grup sicanlar karsilastirildiginda SOD aktivitesinin GSH diizeyleri gibi istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldigi goriildii . CLP grubu ile CLP + 25 mg/kg dozda Amiodaron
verilmig grup karsilagtirlldiginda 25 mg/kg Amiodaron verilen grupta SOD aktivitesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.05). CLP grubu ile CLP + 25 ve 50
mg/kg dozda Amiodaron verilmis grup karsilastirildiginda da 25-50 mg/kg Amiodaron verilen
grupta SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi goriildii. Ancak 25
mg/kg ve 50 mg/kg dozda Amiodaron verilmis CLP’li gruplar karsilastirildiginda SOD
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi . Sham grubu ve 50 mg/kg
Amiodaron verilmis sham grup ile 50 mg/kg Amiodaron verilmis CLP ile indiiklenmis
sepsis olusturulmus grup karsilastirildiginda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadigi da gozlendi.

Diger yandan, ¢alismamizda oksidatif hasarda olusan lipid radikallerini belirlemek
icin en ¢ok kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemi olan malondialdehit (MDA)
diizeylerinin CLP indiiksiyonu ile anlamli derecede arttigi ve 25-50 mg/kg dozunda
Amiodaron tedavisi verilen CLP’li sigcanlarda bu diizeylerin anlamli bir sekilde diistiigii
goriildii. Sunulan ¢aligmada, CLP sonrasi lipid radikalleri seviyesinin artig1 diger deneysel

128, 129

caligmalarla korelasyon halindedir . Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada, Amiodoran’un

direk olarak OH radikallerini temizleme yetenegi oldugu ve kardiyak dokuda antioksidan
etkisi oldugu rapor edilmisti94. Calismamizda elde edilen bulgular ratlarda Amiodaron’un

antioksidan ve antienflamatuar etkisi oldugunu bildiren dnceki ¢calismalar ile uyumlu dur®® ®*,
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6. SONUC

Bu ¢alisma, Amiodaron’un antioksidan ve antisitokin potansiyele sahip oldugunu

gosterdi.

Diger bir deyisle, Amiodaron sepsis kosullarinda TNF-a ve IL-1 gibi enflamatuar

sitokinleri azaltirken SOD, GSH ve MDA nin negatif degisimini diizeltti.

Bu sonuglara gore; Amiodaron'un terapdtik uygulamasimin bobrek dokusunu oksidatif

stres ve sitokin firtinasina karsi koruyacagi ve mortaliteyi de azaltacag ifade edilebilir.

Bu agidan Amiodaron’un antiaritmik etkilerinin degil, farkli pleyiotropik etkilerinin

incelenmesi gereklidir.

Bu ratlarda yapilmis bir deneysel ¢alisma olup, klinik olarak doz ve zamanla bagimli

caligmalar yapilmalidir.
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